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RESUMEN

Objetivo: Determinar si los polimorfismos del gen del receptor 2-adrenergico (ADRB2),
ArgleGly y GIn27Glu se asocian con el asma en adultos que asisten al Hospital
Universitario San Ignacio en la ciudad de Bogota, Colombia. Materiales y métodos: Se
caracterizaron 70 pacientes asmaticos y 59 no asméticos para el aminoacido 16 y el 27
del ADRB2, mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) en ADN extraido de
sangre periférica con el Kit de extraccion Promega. El analisis de RFLPs se realizo con
las enzimas de restriccion Ncol y Bvbl, vy la visualizacion de estos polimorfismos se
realizé en electroforesis con geles de poliacrilamida. La comparacién de las frecuencias
alélicas y genotipicas del ADRB2 entre los dos grupos se realizé con un test de Chi-
cuadrado. Resultados: No se encontraron diferencias significativas en las frecuencias
alélicas de los loci polimérficos, Argl6Gly y GIn27Glu entre el grupo de casos (0.70, 0.30,
0.59 y 0.41 respectivamente) y los controles (0.71, 0.29, 0.70 y 0.30), respectivamente.
Las frecuencias genotipicas también fueron similares entre los casos y controles (p>0.05
para todos los genotipos). De los 4 posibles haplotipos resultantes de la combinacion
entre los distintos alelos, s6lo se presentaron dos con mayor frecuencia en toda la
poblacion de estudio (Arg16GIn27 y Gly16Glu27). Una asociacion significativa se encontro
para el haplotipo Glyl6Glu27 y el asma (p<0.05). Conclusiones: Estos resultados
apoyan el papel de los polimorfismos Gly16 y Glu27 del gen ADRB2 en la susceptibilidad
al desarrollo del asma en la poblacion adulta asméatica de la ciudad de Bogota.
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ABSTRACT

Background: Several polymorphisms of the (2-adrenergic receptor ADRPB2 gene
associated with asthma have been identified, but the results are not conclusive.
Objective: To determine whether single nucleotide polymorphisms found in the sequence
of the ADRB2 adrenergic receptor are associated with asthma in adults who attend San
Ignacio Hospital in the city of Bogot4, Colombia. Methods and materials: 70 patients with
asthma and 59 controls were studied for amino acid 16 and amino acid 27 of the ADR[B2
receptor, through the polymerase Chain Reaction (PCR) in DNA extracted from peripheral
blood using Promega extraction Kit and RFLP analysis with restriction enzymes Ncol and
Bbvl, and finally visualized with polyacrilamide gel electrophoresis. Comparisons of the
ADRB2 genotypes or alleles between different groups were performed using chi-square
test. Results: No significant differences for the allele frequencies were found for
polymorphic loci Argl6Gly and GIn27Glu between the cases group (0.70, 0.30, 0.59 and
0.41 respectively) and the control group (0.71, 0.29, 0.70 and 0.30, respectively). The
genotype frequencies were also similar between cases and the controls (p>0.05 for all the
genotypes). Only two of the 4 possible haplotypes, from the combination between different
alleles, were frequent in the participants of this study (Argl6GIn27 and Glyl6Glu27).
Significant association between the Glyl6Glu27 haplotype and asthma (p<0.05) was
found. Conclusion: Our results imply that the existence of the haplotype Gly16Glu27 may
confer susceptibility to asthma in Bogota, Colombia.



Contenido

1.
2.

ALCANCE Y DEFINICION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION ................. 15
MARCO TEORICO ..ot sesese e esess s st es st ssn st enasn s, 17
2.1, GeNALICA Al @SMA ....ccvviiiiiiieiee e e 17
2.1.1.  Influencias ambientales INteractivas..........cccccevvererriienesie e 18
2.1.2. Influencias interactivas de los sistemas biol0giCoS ...........ccccvrvrriiienrieniennnn. 19
220 e B Y (o] o =T g1 (o Jo] oo {1 Lo I PRSP 19
A B ) ] T T o] gl (=T -] 1 - S 23
2.2.1.  MecanisSmOos A&l @SMA......c.ccviiiriieieiie e 23
2.2.2. Remodelamiento de 1a Via @8rea.........ccccuveieieneie i 24
P TR = o] [0 (<1 0 T To] [T |- OSSPSR 25
A S 1 T o | 310 S [ o OO 27
2.4. 1. SINTOMAS .eeveiiiieitieiieie ettt et bbbttt e et e e et e saesbesbesbeareaneas 27
2.4.2. LA ESPIFOMELIIA ..uoeieiieiieiiec e 27
2.5, Terapia gl ASIMA .......ooiiiiieiiie ittt 27
2.5.1.  Medicamentos de aliVio 0 FESCALE.........ccereriirirerii s 28
2.5.2. Agonista 2 adrenérgicos de Accion prolongada inhalados: (formoterol y
SAIMELEION). .ttt re e reeae s 28
2.5.3.  Los B2-agonistas de acCiOn rAPIda.........cccoererereienienieieeieieese e 28
2.5.4.  Antimuscarinicos (Bromuro de Ipratropium).........cccccocererneinneieneneienennnn. 28
2.6. Receptores de bronCOCONSIIICIONES .......c.ccveivieieiieie e 29
2.7. Receptores de broncodilatadores. .........cccovevveiieieeie e 31
2.8. Polimorfismos en el gen ADRP2 .....ccooiiiiiiiiiiiiieiee e 33
2.8.1. Relacién entre los polimorfismos del gen ADRB2 y asma.........cccerveininnnnnn 37
2.9. Regulacion de la actividad del B _adrenoreceptor...........coovovvvevierencienciesesen. 44
2.9.1. Desacoplamiento del B, adrenoreceptor de la proteina GaS ............coevveenee 44
2.9.2.  Mecanismo de ENAOCITOSIS ......ccvueeiirieiieiiiie e e 44
2.9.3.  Proceso de resensibilizaCion..........c.cooeiieieiene i 45
2.9.4. Efectos funcionales in vitro de los polimorfismos del B2 adrenoreceptor. .... 46
2.9.5. Relacion entre estudios In Vitro € In ViIVO: .......cccovooviiiiieiiiiie e 47
2.9.6. Respuestas In Vivo de los agonistas de P2: Efectos del Genotipo y el
P T0] [0 ] oo PSS 48
2.9.7.  ETECLOS AQUAODS.......eiuiiiiieiiieie ettt sttt bbbt 48



2.9.8.  DOSITICACION CrONMICA ...ttt e e e e 50

2.9.9.  TOIEIANCIA .. .eivi ittt bbb 51

3. HIPOTESIS ...ttt 53
3L HIPOLESIS NUIA. ..ot 53
4, OBIETIVOS ... .ottt bbbttt ettt bbb ne e 53
4.1, ODJEtIVO GENEIAL.......cciiiiiiiicee e 53
4.2.  ODbjetivos ESPECITICOS ....cviiiiiieiiiiie e s 53

5. METODOLOGIA......coo ottt bbb 54
5.1. Poblacion de EStudio Y MUESEIA .......cccceiiiiiiiieise e 54
5.2, Variables de ESTUAIO ......cccoiveiiiieiieieee e 54
5.3, CriterioS Y DefiNICIONES ........ccveiiiiieiiece et 55
TR N B O o 1 PSPPSR 55
5.3.2.  Criterios de iNCIUSION..........coci i 55
5.3.3.  Criterios de eXCIUSION .......cccoviiiiiiiiiiiiee s 55
TR T SO0 11 (0] =TSSR 56
5.3.5.  Criterios de iNCIUSION..........ccociiiieiieieiesee e 56
5.3.6.  Criterios de eXCIUSION .......cooviiiiiiiiiicee s 56
5.3.7.  Criterios de SEVEridad .........ccooieerieeiiieiieie et 56

5.4. Recoleccion y manejo de la Informacion............cccoceveiinienniieneiec e 56
5.4.1. Datos demograficos, clinicos y paracliniCos ...........ccccceviiveiiieieeie e 56

5.5, Trabajo MOIECUIAN .......ccviiiiiiiec e 57
5.5.1.  ODteNnCiOn de MUESEIAS. ......ccueieireiieieeieieiese e se e e sae st rearaeneas 57
5.5.2.  EXIracCion de DNA ..o 57
5.5.3. Evaluacién del rendimiento de la extraccion de ADN .........ccccccvevvvvivinenne 57
5.5.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).......ccocovriieiniieneenenceeee 57
5.5.5.  Visualizacion de 10S reSUltados ..........ccccevereieneieiieiicieieree e 58
5.5.6. Digestion enzimatica de productos amplificados (RFLPS) ...........cccccvevveeneee. 60
5.5.7.  Presencia del polimorfismo ArgleGIlY ........c.cccooiiiiiiiiiiiniiieie e 61
5.5.8. Verificacion de genotipos ArgleGlY........cccooeieeieiiciecie e 61
5.5.9. Presencia del polimorfismo GIN27GIU .........cccooveeiiiiiiiii e, 61
5.5.10.  Verificacion de genotipos GIN27GIU .........cccoveviiiiininiiiee e 61

5.6.  ANALISIS StAAISTICO. ..vvevverieieieieiie et 62

B.  RESULTADOS ...ttt ettt sttt sbe e neene e 63
6.1. Descripcion demografica de la poblacion............ccccoevviiiiieiicce e 63



6.2. Descripcion de las caracteristicas clinicas de los individuos asmaticos. ............... 64

6.3. Descripcion de resultados moleculares...........cccoovevveviiii i 65
6.4. Presencia del Polimorfismo Argl6Gly del ADRPB2........cccooviviiiiiiiiiiiiiieciec 66
6.5. Presencia del polimorfismo GIn27Glu del ADRB2 ........cocoviviiiiiiiniiiiieee 66
6.6. Estimacion del equilibrio de Hardy-Weinberg ........cccceovevveveiiene s 66
6.6.1. Inferencias de los polimorfismos Gly16 y Glu27...........cccceveieiiiiiciiiine 67

6.7. Frecuencias alélicas y genotipicas del ADRP2 en otras poblaciones..................... 68
6.8. Asociacion de las frecuencias alélicas de los polimorfismos Argl6Gly y GIn27Glu
ENLIrE CASOS Y CONTIOIES. ...t 69
6.9. Asociacion de las frecuencias Genotipicas del polimorfismo Argl6Gly del
ADRP2, entre casos Y CONLIOLES. ....coviiiiiriiieriieiiiies ettt 69
6.10.  Asociacion de las Frecuencias Genotipicas del polimorfismo GIn27Glu del
ADRP2, entre casos ¥ CONIOLES. .....viiiieiiiiiieiiieiie et et nee 70
6.11.  Distribucion Alelo- haplotipo en Casos CON 8SMA ..........evvrierierienierieniesesiesieans 70
6.12.  Distribucion Alelo- haplotipo en controles..........ccocvvveiveviiiececce e 71
6.12.1.  Relacion de haplotipos entre casos y CONtroles ..........cccocevveveiiicieesieennnn, 71
6.12.2.  Comparacion de haplotipos por genotipos de los polimorfismos Glyl6 y
Glu27 del ADRPB2 entre casos Yy CONLIOLES. ....occvvieeiriiiiiiiiiiniiiieirisee e 72
6.12.3.  Analisis de haplotipos del ADRP2 en la poblacion de afectados. .............. 73
6.12.4.  Relacion de los alelos Arg16-Gly16 y el fenotipo..........c.ccocevevriiceniennen. 73
6.13.  Relacién de los alelos GIn27-Glu27 y el fenotipo .........cccevveevieii e, 73
6.14.  Relacion entre el fenotipo y el polimorfismo Argl6Gly.........ccccovvviiieincnnne 74
6.15.  Relacion entre el fenotipo y el polimorfismo GIN27Glu..........ccooeeviiiiiecnnne 74
6.16.  Distribucion Alelo-haplotipo-Fenotipo de severidad.............ccccooeviiieiveiieennenn 75
6.16.1.  Distribucion Alelo-haplotipo-Fenotipo de no severidad ............cc.ccoccvvnene 75
6.17.  Relacion haplotipo-FEnotipo .........cooiiiiiiiiice s 76
6.17.1.  Distribucion Haplotipo-fenotipo en el gen ADRP2.......cccovvvvvvriinirnniennn. 76

7. DISCUSION ...ttt 78
7.1. Frecuencias alélicas y genotipicas del gen ADRPB2 en otras poblaciones y su
ASOCIACION CON Bl ASIMA. ....eviiieiieiieie ettt sttt e e tesbesbesbeaneaneas 84
8. CONCLUSIONES......coiiiiieiet ettt sttt sttt ne s e 86
9. PERSPECTIVAS Y APLICACIONES.........co oottt 87
10.  BIBLIOGRAFIA ..ottt 88
11, ANEXOS e e e e e et a e e araee e 94
11.1.  Anexo 1. Manual de COUIgOS.......ccuuuriieriiieiiesie et 94
11.2.  Anexo 2 Protocolo de extraccion de DNA por kit wizard Promega................. 95



11.3.

Anexo 3. Consentimiento Informado

12



Indice de tablas:

Tabla 1 Asociaciones del ADRB2 con fenotipos de asma .........ccccoevveiiiiieiiiiinnnnnn. 43
Tabla 2 Polimorfismos identificados por andlisis de RFLP ............cccooooevvvviiiiinnnnnn. 60
Tabla 3 Condiciones para la deteccion de los polimorfismos Argl6Gly y GIn27Glu
del ADRB2 (PCR- RFLPS) ...ttt ee e e e e e e e 62
Tabla 4 Distribucion de las variables demograficas de la poblacién estudiada.... 63
Tabla 5 Caracteristicas de los individuas asmaticos en el estudio............cccccc...... 64
Tabla 6 Distribucién del polimorfismo Argl6Gly16 en la poblacién asmética y no
ASIMALICA ..ot e e e e 67
Tabla 7 Distribucion del polimorfismo GIn27Glu en la poblacién asméatica y no
ASIMALICA. .o e e e e ee e 67

Tabla 8 Poblaciones en las cuales han sido reportadas las frecuencias alélicas y
genotipicas del polimorfismo Argl6Gly en adultos sin asma.jError! Marcador no
definido.

Tabla 9 Grupos étnicos en los cuales han sido reportadas las frecuencias alélicas

y genotipicas del polimorfisSmo GIN27GIU. .........oooiiiiiiiiiii e 68
Tabla 10 Asociacion de las Frecuencias alélicas de los polimorfismos Argl6Gly y
GIN27Glu entre CasoS Y CONMIOIES. .....cooeeeeeeeieeeee e 69
Tabla 11 Asociacion del polimorfismo Argl6Gly entre casos y controles. ............ 70
Tabla 12 Asociacion del polimorfismo GIn27Glu entre casos y controles. ............ 70
Tabla 13 Distribucion Alelo- haplotipo en casos con asma .........cccoeeeeeeeeeevevvnnnnnn. 71
Tabla 14 Distribucion Alelo- haplotipo en controles..........ccccccvvviviiiiiiiiiiiiiiiineeeen. 71
Tabla 15 Relacion de haplotipo entre casos y CONtroles ............ccceeeeeeeeeeeveeninnnnnnn. 72

Tabla 16 Relacion de Haplotipos del 32 -adrenoreceptor entre casos y controles 72
Tabla 17 Distribucién de los genotipos de las variantes Gly16 y Glu27 en el grupo

(0 L= [0 TS o= TS0 ST 73
Tabla 18 Distribuciéon de las frecuencias alelos Argl6 y Glyl6 en individuos con
ASMA SEVEIA Y NO SEVEIA. coeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaens 73
Tabla 19 Distribucion de las frecuencias alelos GIn27 y Glu27en individuos con
ASMA SEVEIA Y NO SEVEIA. .euuiiriiiitiiiiiiieeei e e e et e s e e s e e e raararaa e e eee 74
Tabla 20 Distribucion del polimorfismo Argl6Gly de acuerdo al fenotipo de
ST VZ= 1 o = o P 74
Tabla 21 Distribucion del polimorfismo GIn27Glu de acuerdo al fenotipo de
ST VZ= 1 0 = o S 75

Tabla 22 Distribucién de alelos y Haplotipos de acuerdo al fenotipo de severidad75
Tabla 23 Distribucion de alelos y Haplotipos de acuerdo al fenotipo de no

1S3 V=T {0 £= o PP 75
Tabla 24 Relacion haplotipo-FEnotipo..........ccouvviiiiiiiiiiiieeee 76
Tabla 25 Distribucién de Haplotipos de acuerdo al grado de severidad................ 76
Tabla 26 Relacion de los polimorfismos Argl6Gly y GIn27Glu y el asma en otras
poblaciones de AMEriCa latiNa.............coooiiiiiiiiii e 85

Indice de figuras:

13



Figura 1. Genes asociad0os CON €l aSMA .........uuiiiiieeiiiieiiiiie e e e eeanns 21
Figura 2. Dos enfoques diferentes en el estudio de los componentes genéticos en

las enfermedades humanas como el aSMa. .............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiii, 22
Figura 3 Fisiopatologia del 8SMa. ..o 25
Figura 4. Esquema de los mecanismos de la bronco relajacion y bronco
constriccion del MUSCUIO iSO @I 0. ........cceeeeeeeeee e 31
Figura 5. Esquema de las funciones del f2-adrenoreceptor........cccccccceeeeeeeeernnnnns 33
Figura 6 Gen ADRZ........u ittt 36
Figura 7 . Posiciones relativas de los polimorfismos Argl6Gly y GIn27Glu. ......... 37
Figura 8. Regulacién del B2-adrenoreceptor (desensibilizacion y Downregulation):
.............................................................................................................................. 46
Figura 9. Comparacion de los fenotipos en el modelo estatico vs el dinamico de la
regulacion del FECEPLOL. ........oeeeiiiie et e e e e e e e e e e e eeeeenes 48
Figura 10 Prevalencia del asma en el mundo ................ueeuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiens 26
Figura 11 Patogenia y accion de los farmacos en el asma (FDE,
fosfodiesterasa;LT-Rc, receptor de leUCOtrHENO0S. . ........coovvveviiiiiieee e 29
Figura 12 Polimorfismos del gen ADRB2. (RFLPS). ..cooovvviviiiiiiiiie e, 60
Figura 13 Electroforesis de la amplificacién y corte del segmento correspondiente
al polimorfismo Argl6Gly del gen ADRB2........ccoviiiiiiiiiiei e 65
Figura 14 Electroforesis de la amplificacién y corte del segmento correspondiente
al polimorfismo GIn27Glu del gen ADRB2. .......ccoooviiiiiiiieeeeeeeeies e 65

14



1. ALCANCE Y DEFINICION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Segun el documento del “Global Initiative for Asthma”[1], el asma se define como una
enfermedad inflamatoria cronica de la via aérea, en la cual diversos elementos celulares
desempefian un papel importante. La inflamacién crénica induce a un aumento en la
hiperreactividad de la via aérea que provoca los episodios recurrentes de sibilancias,
disnea, dificultad respiratoria y tos. Estos episodios se asocian generalmente a una
obstruccion extensa y variable del flujo aéreo pulmonar [1].

El asma es una importante preocupacion a escala mundial, debido a que afecta a millones
de pacientes, familias y sistemas de salud de todo el mundo. Las investigaciones de las
directrices internacionales, como GINA, y el Estudio Internacional del Asma y las Alergias
en la Infancia (ISAAC) [1, 2], entre otros, estiman que el asma afecta a 300 millones de
individuos en el mundo y que la prevalencia global de esta enfermedad esté entre 1-20%,
con una mortalidad anual de 250.000 personas/afio [1]. En Colombia se estima que la
prevalencia es cercana al 10,4% y se ha ido observando un aumento en la consulta con
casos de asma severa y asma refractaria al tratamiento [2, 3].

En cuanto a la genética, algunos estudios de la segregacion familiar del asma han
demostrado que no es un solo gen el responsable de la expresion total de la enfermedad,
sino que es probable que un conjunto de genes ligados al asma puedan controlar la
expresion total de la enfermedad, pero en la actualidad se plantea que las influencias
ambientales también controlan la expresion de los diferentes factores de riesgo para la
enfermedad y que ademas pueden influir considerablemente en la penetrancia de los
genes. Dentro de este marco, la terapia para el manejo de la enfermedad representa una
parte de la exposicibn ambiental, que se considera como un tipo especial de interaccion
de gen-por-ambiente. De esta manera, si los mecanismos involucrados en la aparicion del
asma difieren de aquellos involucrados en sus manifestaciones clinicas, es importante
reconocer los genes que participan en la susceptibilidad de los fenotipos de la
enfermedad y de esta manera asociarlos con la severidad de la enfermedad aun en
ausencia del efecto perjudicial [4]. Debido a esto, la interaccion de gen-por-ambiente y la
estabilidad de las variaciones genéticas a través de la vida, es coherente con que la
herencia es determinante en la respuesta a un medicamento.

A nivel investigativo, el gen que codifica para el receptor B2-adrenérgico, el cual tiene
como funcién la respuesta broncodilatadora de las vias aéreas del pulmén, ha sido
ampliamente estudiado en el asma por diferentes razones. Primero, esta localizado en la
region cromosomica 5g que estd ampliamente ligada con la enfermedad. Segundo, de los
multiples polimorfismos que existen en su gen, uno en el nucleétido 46 en donde se
encuentra un cambio de adenina por guanina (A46G), que produce la sustitucion de una
arginina por una glicina en el aminoacido 16 (Arg1l6Gly) y la variante en el nucleétido 79,
que da un cambio de citosina por guanina (C79G), y a nivel del amino&cido en la posicion
27, produce un cambio de glutamina por &cido glutamico (GIn27Glu) [5, 6]. Estos
polimorfismos en estudios in vitro y clinicos se han relacionado con alteraciones en la
expresion y funcién del receptor, representadas como “Downregulation”- degradacién del
receptor o desacoplamiento del receptor-“desensibilizacion” que influyen en la respuesta a
los agonistas del receptor [7]. Tercero, las proteinas que codifica se expresan en varias
clases de células pulmonares, que juegan un papel importante en el control del tono
bronquial y en la respuesta a los medicamentos mas comdnmente usados para el
tratamiento del asma [8].
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Actualmente se sabe que la respuesta a los B-agonistas o el tratamiento broncodilatador
es diferente en cada individuo y algunos estudios afirman que estos cambios se
relacionan con el comportamiento de la enfermedad y se cree que son dados por las
variaciones en los sitios diana del receptor, generados por los polimorfismos en la
secuencia de DNA que codifica para el f2-adrenoreceptor. A diferencia de otros factores
gue influyen en la respuesta a un medicamento, los que son determinados por variaciones
genéticas generalmente se mantienen estables a través de la vida del individuo [5, 6].

La alteracion en la funcion del receptor podria explicar diferentes grados de severidad del
fenotipo asmatico, hiperreactividad bronquial y asma nocturna [7]. Sin embargo, hay gran
controversia en cuanto al papel que juega el gen en la enfermedad, ya que hay datos que
sugieren una relaciéon con el asma, pero al realizar comparaciones de la presencia de
estos polimorfismos en pacientes asmaticos y controles, los resultados han sido
inconsistentes y los polimorfismos que resultan informativos en una poblacién pueden no
serlo en otra. Asi, el descubrimiento de factores genéticos asociados a asma y aquellos
que son propios de cada poblacién podrian tener un gran impacto en el desarrollo de
nuevas estrategias de diagndstico y de tratamiento. Por lo tanto, es importante realizar
estudios en nuestro medio que nos proporcionen una medida de la variabilidad genética
del receptor en nuestra poblacion.

Teniendo en cuenta que en Colombia hay una prevalencia del 10,4% de individuos con
asma y el poco conocimiento que tenemos de los polimorfismos Arg1l6Gly y GIn27Glu del
gen del B2-adrenoreceptor en nuestra poblaciébn de adultos [3], se hace necesario
caracterizar si la frecuencia de los alelos, los genotipos o haplotipos esta alterada, es
menor o influye entre asmaticos y no asmaticos y determinar sus implicaciones; si las
tiene, para el desarrollo de diagnoésticos especificos y sensibles para prevenir y mejorar el
pronéstico de un individuo con asma.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Genética del asma

La activacion de diferentes tipos celulares (células B y T, eosindfilos, macréfagos) y
moléculas (mediadores intracelulares, citocinas) en un espacio y tiempo dado (fase
temprana, remodelacion), reflejan la gran complejidad genética del asma. De esta manera
dado que muchos de los resultados derivados de los estudios de asociacibn no son
facilmente replicados entre las poblaciones, se sugiere que esta complejidad también esta
dada por una contribucion genética diferencial intrinseca a cada poblacién. Sin embargo,
aun con estas limitaciones, a la fecha se han reportado mas de 100 genes candidatos en
asma, de los cuales cerca de 25 de ellos muestran resultados consistentes en varias
poblaciones. Tamizajes gendmicos han ligado las caracteristicas relacionadas con el
asma a varias regiones cromosomicas, incluyendo 2q, 5q, 6p, 129, y 13q, estos incluyen
genes que codifican para citocinas y sus receptores, receptores nucleares, receptores
transmembranales, receptores acoplados a proteinas G, fosfatasas, transportadores,
canales idnicos, factores de transcripcion, enzimas, etc. Dentro de éstos se encuentran:
IL-4, IL-13, receptor B2-adrenérgico (ADRB2), HLA-DRB1, HLADQB1,TNFa, subunidad
del receptor Fc de alta afinidad a IgE (FCER1p ), IL4AR, metaloproteasa y desintegrasa 33
(ADAMS33), IL-10, STAT®6, receptor celular 1 del virus de la hepatitis A (HAVCR1),
RANTES, filagrina (FGL), IL-17F, antigeno 4 de linfocitos T citotéxicos (CTLA4), antigeno
14 de diferenciaciéon de monocitos (CD14), glutation S-transferasa T1 (GSTT1), glutation
S-transferasa P1 (GSTP1), entre otros. [9]

La mayoria de los polimorfismos de susceptibilidad para el asma se encuentran en genes
que codifican para proteinas involucradas en los procesos inflamatorios; en la sintesis de
IgE vy en la respuesta inmune. Entre los mas importantes estan las citosinas IL-4, IL-5, IL-
9, IL-13 y sus receptores, HLA y TNFa. Los polimorfismos modificadores, como su
nombre lo indica, modifican el curso de la enfermedad y por lo tanto estan relacionados
con la gravedad de la misma. Los principales genes asignados a este grupo son el ADR[32
y la metaloproteasa ADAM33 [9].

Por su parte los polimorfismos asociados a respuesta al tratamiento se localizan en genes
gue codifican para proteinas que participan en el transporte y metabolismo de los
farmacos. Dentro de este grupo se ubican a los genes ADRB2, ALOX5 (5-lipoxigenasa),
LTCC4S (leucotrieno sintetaza C4) y GCCR (receptor de glucocorticosteroides) [9].

Pero para entender la complejidad del asma, es importante mostrar una aproximacion
integrada del asma, ligando la variaciébn en la secuencia de DNA a manifestaciones
fenotipicas especificas de la enfermedad, teniendo en cuenta las influencias de los
sistemas bioldgicos y los factores ambientales que interactian en un momento oportuno e
influyen en el desarrollo de la enfermedad. Una suposicion a lo descrito anteriormente es
que el principal efecto genético en el riesgo del asma sea homogéneo entre las diferentes
poblaciones. Sin embargo; esta suposicion no es fiable si los efectos de las variantes
genéticas dependen de la presencia de (y la interaccidbn con) otros factores cuya
frecuencia y distribucion varia entre individuos y poblaciones [10]. Para este caso se
puede plantear un modelo con tres factores modificadores para tal aproximacion:
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1. Influencias que interactian desde el ambiente. (Geografia-Terapia)

2. Influencias que interactian desde los sistemas bioldgicos. (musculo liso bronquial:
receptores, células y sefiales)

3. Procesos del desarrollo (es decir: momentos de oportunidad, Tiempo-espacio).

De esta manera el asma es una enfermedad que muestra una heterogeneidad extrema.
La heterogeneidad se manifiesta de muchas maneras: edad de aparicion, severidad,
respuesta al tratamiento, fenotipos intermedios, historia natural, entre otros. Su aparicion
puede ser a cualquier edad, esta reconoce un gran namero de factores desencadenantes
especificos y no especificos. Puede tener un fenotipo desde leve hasta ser una
enfermedad que pone en riesgo la vida. Est4 asociada a un gran nimero de fenotipos
intermedios tales como la atopia, hiperreactividad bronquial, eosinofilia entre otras, que
pueden presentarse en cualquier combinacion. Por ejemplo en el caso de ADAM33,
localizado en el cromosoma 20pl3 es ilustrativo con respecto a la caracterizacion
fenotipica. La indicacién original de ligamiento detectado entre el asma (confirmada
clinicamente) y 20p13 comenzd a ser mucho mas evidente cuando el fenotipo fue
caracterizado por la presencia de la hiperreactividad bronquial (BHR), pero no lo fue con
el fenotipo mixto de asma mas Ig-E total elevada. También se han asociaciones a partir
de andlisis de ligamiento multipunto de regiones ligadas al asma, por ejemplo; en el
cromosoma 12q, se encontré que tenia tres loci distintos que por separado estaban
ligados al asma, BHR y al volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1), este
hallazgo se encontré en un grupo de familias identificadas a través del Programa para el
Manejo del Asma en la Infancia [11].

Se ha sugerido que la exposicién a la endotoxina y a mascotas podria tener efectos
protectores contra las caracteristicas relacionadas con el asma durante la infancia;
mientras que la misma exposicion desencadena sintomas e inflamacién de las vias
aéreas cuando la enfermedad ya se ha desarrollado [12]

2.1.1. Influencias ambientales interactivas

La interaccion se define con base en las modificaciones a un efecto, y esta presente
cuando el efecto principal o factor A en el riesgo de una enfermedad, difiere
significativamente a través de los distintos niveles de exposicion al factor B. Esta
interaccion se define como una interaccion gen-por-ambiente si A es el factor genéticoy B
es el factor ambiental (o viceversa). Recientes trabajos en dos genes de inmunidad innata
(TLR2 y CD14) han proporcionado evidencia de interacciones cualitativas y cuantitativas
en el asma [13].

Dentro de este marco de influencias ambientales, CD14 eventualmente podria
representarse como el ejemplo més interesante de la interaccién cualitativa en la genética
del asma. Por ejemplo, de acuerdo con el reporte original de CD14, en una poblacion
urbana de Dinamarca, en donde los adultos portadores del alelo T tenian en promedio un
namero mas bajo de positivos para pruebas en piel, que los individuos homocigotos para
el alelo C. Sin embargo; dos grandes estudios epidemiolégicos en Alemania no pudieron
encontrar ninguna asociacion entre CD14/-159 y los niveles de Ig-E o la prevalencia de
las enfermedades atépicas. Hay reportes relacionados con individuos que se suponen que
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han estado fuertemente expuestos a endotoxinas que cuestionan el enfoque de la
asociacion entre CD14/-159 y la atopia. Estos estudios sugieren un papel protector para el
alelo C mas que para el alelo T. Estos hallazgos conflictivos apoyan la existencia de la
interaccion cualitativa gen-por —ambiente y sugieren que el mismo alelo puede proveer
proteccibn o aumentar el riesgo de las caracteristicas relacionadas con el asma
dependiendo de la poblacion de estudio y su nivel de exposicion a endotoxinas [14-17].

2.1.2. Influencias interactivas de los sistemas biologicos

Segun Guerra y Martinez [18], el ambiente se concibe como la totalidad de circunstancias
que rodean y/o con las cuales el cuerpo interactia. El ejemplo més simple esta
representado por la interaccibn entre polimorfismos en diferentes loci. En las
investigaciones sobre el asma también se encuentran ejemplos de interacciones entre
genes que estan involucrados en rutas moleculares similares. Como es el caso del
receptor alfa (IL-4Ra) que juega un papel fundamental en la modulacién de los receptores
de unién IL-4 y IL-13 [19]. Ambas citoquinas son producidas por las células Th2 y estan
involucradas en la produccion de Ig-E, que es un fenotipo importante relacionado con el
asma, en cuanto a esto, es interesante saber que en la poblacién danesa la combinacion
de los genotipos de riesgo para SNPs en los genes IL-4Ra y IL-13 confiera un riesgo para
el asma significativamente mayor que el esperado bajo un modelo simple [20].

Las interacciones de SNP-por-SNP y de gen-por-gen son solamente dos de los multiples
posibles tipos de efectos interactivos que se presentan en los sistemas bioldgicos.
Todavia se sabe muy poco sobre la posible influencia de la epigenética en la
susceptibilidad a una enfermedad compleja, pero también es posible que los procesos de
la regulacion génica modulen el impacto funcional de la variacion en la secuencia del
DNA, y su medicion debe ser considerada en futuros estudios funcionales y de asociacion
[18].

2.1.3. Momento oportuno

El inicio de muchas enfermedades complejas ocurre casi siempre dentro de un momento
oportuno, esto es, dentro de intervalos limitados de tiempo y/o de desarrollo, durante los
cuales las exposiciones genéticas y ambientales ejercen su maximo efecto sobre el riesgo
de una enfermedad. Por ejemplo, muchos nifios que desarrollan asma muestran
marcadores tempranos de alergia y polarizacién Th2 que parecen estar relacionados con
alteraciones en los procesos del desarrollo del sistema inmune durante los primeros afios
de vida. Dado que estas alteraciones estan probablemente relacionadas con la presencia
0 ausencia de algun tipo especifico de exposicion ambiental, se concluye que, para poder
entender el impacto de las variantes genéticas sobre la susceptibilidad al asma, no solo
se debe tener en cuenta el nivel, sino también el tiempo de exposicion al estimulo
ambiental. Una vez mas, este concepto puede estar mejor ilustrado en los estudios de
CD14 [15].

De acuerdo con la hipétesis de la higiene, se ha sugerido que la exposicion a microbios
durante los primeros afios de vida puede reducir el riesgo de sensibilizacion a la atopia y
al asma. Estudios en animales han demostrado que la exposicion a endotoxinas antes de
(pero no después de) la sensibilizacién, elimina la respuesta tipo Th2 ligada a algunos
fenotipos de asma. Ademas, los niveles plasmaticos de sCD14 que se encuentran en el
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momento del nacimiento se correlacionan directamente con la produccion temprana de
IFN-y e inversamente con el riesgo de sibilancias recurrentes antes del primer afio de
edad, indicando la importancia de la respuesta adecuada de CD14 durante la vida
temprana, para la maduracion y proteccién del sistema inmune contra los posibles
fenotipos del asma. Sin embargo, una vez que se presenta un episodio de asma, esta
establecido que la exposicion a endotoxinas desencadena los sintomas de la enfermedad
y es un factor agravante de su severidad. Estos resultados sugieren que la activacion de
los sistemas receptores de endotoxinas debe ocurrir en el momento adecuado durante el
proceso de sensibilizacion para que puedan ejercer su efecto protector sobre el riesgo del
asma. De acuerdo con este escenario, en una cohorte longitudinal de Belmont, New
South Wales, se encontré que CD14/-159 (alelo asociado con el aumento en la expresion
del gen) ejercia un efecto protector contra la atopia durante la edad escolar, pero esta
proteccion desaparecia cuando los nifios entran en la adultez. De hecho, entre los
granjeros adultos que por su ocupacidon estan expuestos a niveles elevados de
endotoxinas, el mismo alelo estuvo asociado con el incremento en el riesgo de sibilancias
y de reduccién en la funcion pulmonar [6].
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Figura 1. Genes asociados con el asma

La activacién de diferentes tipos celulares (células B y T, eosinéfilos, macréfagos) y moléculas
(mediadores intracelulares, citocinas) en un espacio y tiempo dado (fase temprana, remodelacién),
reflejan la gran complejidad genética del asma. En un esfuerzo por eludir estos obstaculos, se han
realizado estudios de vinculacion para los genes que controlan fenotipos aparentemente mas simples,
la funcion y localizacion subcelular de estos genes son categorizadas por el fenotipo del asma.
Dentro de éstos se encuentran: IL-4, IL-13, receptor B 2-adrenérgico (ADRB2), HLA-DRBI1,
HLADQB1,TNFa, subunidad B del receptor Fc de alta afinidad a IgE (FCER1B ), IL4R, metaloproteasa y
desintegrasa 33 (ADAM33), IL-10, STAT6, receptor celular 1 del virus de la hepatitis A (HAVCR1),
RANTES, filagrina (FGL), IL17F, antigeno 4 de linfocitos T citotéxicos (CTLA4), antigeno 14 de
diferenciacién de monocitos (CD14), glutation S-transferasa T1 (GSTT1), glutation S-transferasa P1

(GSTP1), entre otros [9]. (Imagen tomada de Bossé et al., 2007[9])

21



Mitocondria

Nucleo

Reticulo endoplasmitico

Aparato de Golgi

NUCLEOTIDOS

CélulaHumana

| Citosina

cromosoma
telémero
centrémero

Histonas

ey

cromatida

telomero

Membrana celular

Adenina l l l ‘ : k

Guanina

Timina

|:/ [ ENFERMEDAD (Asma) |

(romosoma
telémero
CélulaHumana .
Sistemas

Mitocondsia Biologicos:

e -Epigenética
Reiculo endoplasmitco -Epistasis J
Aparato de Golgi -Bloques de Haplotipos /

3

|

I
]
r

NUCLEOTIDOS

Adenina

Guanina

Membrana celular

Ambiente celular

Momento de
Oportunidad

Factores

ambientales
-Estilo de vida
-Exposicion Infecciones
-Medicamentos
-Dieta
-Ocupacion

Figura 2. Dos enfoques diferentes en el estudio de los componentes genéticos en las enfermedades humanas como

el asma.

(&) En un modelo lineal simple o estético, la secuencia de DNA es asociada con el riesgo de padecer
una enfermedad. (b) En una aproximacioén integral se involucra las variaciones en la secuencia con
manifestaciones fenotipicas especificas de una enfermedad teniendo en cuenta influencias que
confluyen desde los sistemas bioldgicos y factores ambientales que interactian dentro de un

momento oportuno

[18]. (Figuras tomadas de Martinez et al., [18])
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2.2. Definicion del asma

El asma debe ser considerada como una enfermedad caracterizada por: la inflamacion,
obstruccién bronquial y la hiperreactividad de la via aérea.

2.2.1. Mecanismos del asma

En el asma se observa que la exposicidon repetida a un alérgeno, puede conducir al
desarrollo de la inflamacion y la hiperreactividad de la via aérea. En individuos asmaticos
sensibilizados, la respuesta alérgica se caracteriza por una respuesta temprana o precoz,
resuelta dentro de 1 a 2 horas. En la respuesta temprana los alergenos forman complejos
con IgE en la superficie de los mastocitos y los activan, esto permite la liberacion de
mediadores preformados como los leucotrienos (LTC,4, LTD, Yy LTE,) y prostaglandinas
(PGD2, PGF2a) por la via del acido araquidonico que se activa dentro del mastocito. El
factor activador de plaqueta, factores quimiotacticos para eosinéfilos y neutréfilos, factor
de necrosis tumoral, IL-4, IL-5 e IL-6 relacionan al mastocito también con la respuesta
tardia del asma, este episodio se caracteriza por la produccibn de moco y bronco
constriccion. El efecto de la contraccién del masculo liso bronquial es exagerada por el
engrosamiento de la pared de las vias respiratorias debido al edema agudo, la infiltracién
de diferentes células [1], la hiperplasia cronica, la secrecion de células vasculares
(remodelacién) y la deposicion de proteinas de la matriz en la pared de la via aérea.
Debido a todos los mecanismos anteriormente descritos, la limitacion del flujo de aire se
observa cuando el lumen de las vias respiratorias se llena de secreciones viscosas
producidas por las células caliciformes, glandulas sub mucosales, proteinas plasméaticas
de la microvasculatura bronquial y restos celulares. Como consecuencia del
estrechamiento de las vias respiratorias la resistencia de la via aérea se incrementa y el
maximo flujo espiratorio se reduce [21, 22].

Los mastocitos residentes en la pared del bronquio constituyen los principales efectores
de la respuesta temprana debido a la gran cantidad de citocinas neoformadas que liberan
como la IL-4 e IL-13, que son claves para la induccién de sintesis de Ig-E. El mastocito
también libera heparina, triptasa y proteasas neutras; en el lavado broncoalveolar, se ha
mostrado que la triptasa es un marcador especifico de la activacion del mastocito, esta
proteasa degrada el fibrinGgeno y activa la colagenasa, estimula la angiogénesis, la
proliferaciéon epitelial, la producciéon de colageno tipo 1 por fibroblastos y la proliferacion
tisular bronquial. La quimasa en los mastocitos, puede convertir la angiotensina | en
angiotensina Il, esto permite degradar la membrana basal de la epidermis y estimular la
secrecion de moco [22].

Algunos individuos asmaticos presentan una respuesta alérgica tardia (RAT) y el hallazgo
caracteristico de (RAT), es la infiltracién de células inflamatorias sobre todo de eosinofilos,
gue liberan quimiocinas y citoquinas tras la activacion dependiente de Ig-E de los
mastocitos, posteriormente si los alérgenos se entrecruzan con los mastocitos activados a
través de receptores Ig-E de alta afinidad (FceRl), aumentara la liberacion de citocinas de
los mastocitos y basofilos, promoviendo de este modo la presentacion de antigeno a las
células T. El papel efector y potente de los eosindfilos es la capacidad que tienen para
degradar la matriz conectiva del tejido y dafiar las estructuras del epitelio bronquial; pero
esta capacidad del eosinofilo se da porque el libera proteinas toxicas de sus granulos
como: la proteina basica mayor (MBP), proteina catidnica del eosindéfilo (ECP), peroxidasa
del eosindfilo (EPO), neurotoxina derivada del eosindfilo (EDN), leucotrienos,
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prostaglandinas y el factor activador de plaguetas(PAF), causando asi la
broncoconstriccion, hiperreactividad y dafio epitelial en la via respiratoria . Las MBP
producen inflamacion, dafio epitelial e hiperreactividad bronquial, lo que sugiere que tiene
un papel critico en la patogénesis del asma. Su mecanismo de accién parece depender
de su capacidad de reaccionar con los liposomas de las membranas celulares, al producir
agregacion de los mismos, fusién y lisis. Las proteinas ECP son ricas en arginina, y
producen dafio en las membranas celulares con formacién de poros [22].

La diferenciacion de los linfocitos Th2 son los que contribuyen al desarrollo de la
inflamacién de la via aérea y debido a que estos linfocitos Th2, secretan citocinas como:
IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 e IL-16, que son mediadoras del desarrollo de la reaccion tardia, por
la accién de sintesis de Ig-E y de la activacion de los mastocitos y eosinofilos. Este evento
se ha observado en lavados broncoalveolares y biopsias bronquiales de pacientes con
asma, donde los niveles de expresion de la IL-4, IL-5 e IL-13 estan aumentados en
comparacion con los controles sanos [21-25]. La accion de la IL-4 y la IL-13 es la
diferenciacion, proliferacion y cambio de isotipo, hacia la sintesis de Ig-E de las células B
[26, 27]. El papel de la IL-13 esta relacionado con la produccién aumentada de moco,
eosinofilia y la hiperreactividad de las vias respiratorias [25].

De este modo un episodio de asma se resume asi: en la fase temprana la interaccion del
alergeno con la Ig-E ligada al mastocito, conduce a la liberacion de mediadores
inflamatorios que producen el broncoespasmo inicial (Obstruccion bronquial aguda) que
ocurre al poco tiempo de la exposicién al alérgeno especifico. Las células dendriticas de
la mucosa fagocitan estos alérgenos y los presentan a los linfocitos T en el contexto de
moléculas HLA-2, con lo cual surgen clones de linfocitos TH, que producen IL-4 e IL-13,
gue posteriormente activan la proliferacién de Ig-E por las células B. La estimulacion de la
IL-5, atrae y activa los eosinofilos de la medula ésea al sitio de la inflamacion [1]. Estos
eosinofilos que migran al bronquio, liberan proteinas catiénicas que producen dafio
epitelial e inflamacion. La IL-13 y el GM-CSF liberados por las células colaboran en la
amplificacion y perpetuacion de la inflamacion crénica del asma. Por otro lado los factores
que contribuyen a la metaplasia de las células caliciformes, incluyen la activacion de
receptores para el factor de crecimiento transformante alfa (TGFa), cuya produccion es
inducida por la IL-4 e IL-13 durante el proceso de inflamacién crénica mediada por células
Th2. Las consecuencias de la inflamacién durante las fases temprana y tardia de la
respuesta asmatica son la obstruccién del flujo de aire y la hiperreactividad, que daran
lugar a la aparicién de los sintomas caracteristicos del asma. La compleja interaccion que
se produce entre las células inflamatorias, los mediadores y los componentes constitutivos
de la mucosa respiratoria provoca una disfuncion de la funcion pulmonar, tal como
demuestran los descensos en el PEF y en el volumen espiratorio forzado en un segundo
(FEV1)[1].

2.2.2. Remodelamiento de la via aérea

La reaccion inflamatoria estimula la descarga de moco que afecta significativamente la
estructura de la pared bronquial, los vasos sanguineos y la membrana basal, si este dafio
es permanente ocasiona la remodelacion de la via aérea por medio del factor
transformador de crecimiento (TGF ) [26]. El proceso de remodelacién de la via aérea en
el asma se lleva a cabo por medio de distintos mecanismos: 1. Cambios epiteliales, 2.
Cambios en la membrana basal, 3. Cambios en unidades secretoras de moco (células
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caliciformes y glandulas mucosas) ,4. Cambios en la musculatura lisa bronquial, 5.
Cambios en la vasculatura bronquial [26, 28].

Figura 3 Fisiopatologia del asma.

La contraccién del musculo liso de la via aérea como respuesta a los multiples mediadores y a los
neurotransmisores broncos constrictores es el mecanismo predominante del estrechamiento de la via
aérea que se revierte con los broncodilatadores. El edema de la via aérea es debido al exudado
microvascular en respuesta en a mediadores inflamatorios. Esto puede ser particularmente importante
durante las exacerbaciones agudas. El engrosamiento de las vias aéreas es debido a cambios
estructurales descritos como remodelamiento [28]. (Imagen tomada de Erzurum et., 2006[28]

2.3. Epidemiologia

Se estima que el asma afecta aproximadamente a 300 millones de individuos de todas las
edades y grupos étnicos a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la Salud estima que
al afio se producen unas 250.000 muertes debidas al asma, lo que supone un 1% del total
de muertes por enfermedad [1], en Colombia mueren 1,6 por 100.000 habitantes por crisis
asmética[3]. El asma es frecuente en casi todos los paises del mundo, pero su
prevalencia no es igual en todos los paises. La enfermedad es mas frecuente en Europa
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Occidental, Gran Bretafia y Norteamérica, donde casi el 10% del total de la poblacion
tiene asma. Ademas se ha observado que el asma es mas comun en zonas urbanas que
en las rurales [89] el aumento de la prevalencia de asma a escala mundial ha ido
aumentando, esto puede ser por una serie de factores ambientales, como la
industrializacion, la urbanizacién, la contaminacién del aire y el consumo de cigarrillo. Los
aumentos de la morbilidad, y la mortalidad en algunos paises, también pueden atribuirse a
barreras culturales y sociales como la pobreza, la falta de educacion e infraestructuras [1].
Aunque el costo para controlar el asma desde la perspectiva del paciente y la sociedad es
alto, el costo de no tratar el asma correctamente es mas alto. Esta medida es necesaria
para obtener y destinar los recursos que permitan disminuir el impacto negativo de la
enfermedad [57].

En los udltimos afios, la prevalencia del asma en paises de altos ingresos se ha
estabilizado o disminuido; en paises de bajos ingresos la enfermedad parece aumentar.
En Colombia, 10.4% de la poblacion sufre de asma; la enfermedad es mucho mas
frecuente en los nifios (23.2% en el grupo de 1 a 4 afios, 11.6% en el grupo 5 a 11 afios y
10.3% en el grupo de 12 a 18 afios) que en los adultos (7.5%). En Bogotd, la prevalencia
general es de 9.4% con una distribucién por edades similar a la del pais. Cerca del 40%
de estos nifios ha tenido al menos una consulta a urgencias o una hospitalizacion al afio
[3, 57]. A diferencia de otros paises el asma en nuestro pais puede estar aumentando, se
requieren analisis exploratorios adicionales para identificar variaciones en factores
ambientales y socio demograficos que puedan explicar este aumento
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Figura 4 Prevalencia del asma en el mundo
Basandose en el uso de métodos estandarizados para medir la prevalencia del asma y enfermedad

sibilante en nifios y adultos, se estima que la prevalencia global del asma varia entre el 1%y el 20% de
la poblacion en diferentes paises [57].
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2.4, Diagndstico

2.4.1. Sintomas

El asma bronquial se caracteriza por presentar episodios recurrentes de la limitacion del
fluo del aire, los cuales suelen ser reversibles espontdneamente o con
tratamiento.Cuando las vias respiratorias se ponen en contacto con una serie de factores
de riesgo como alérgenos (a4caros en el polvo, animales, cucarachas, polen y moho),
irritantes ocupacionales o quimicos, infecciones respiratorias virales, ejercicio, estados
emocionales, irritantes quimicos y medicamentos (tales como aspirina y beta
blogueadores) se pueden manifestar los sintomas de asma, acompafiados de disnea,
esputo algunas veces, sibilancias, opresion toracica y tos, particularmente en la noche o
temprano en la mafana. Las exacerbaciones del asma incluyen ataques graves o
empeoramiento de los sintomas que se pueden desarrollar gradualmente o rapidamente
causando la muerte en ausencia de un tratamiento adecuado. La limitacion del flujo del
aire es el resultado de la bronco constriccion aguda, inflamacion; formacion crénica de
moco Yy la remodelacion de la pared de las vias respiratoria [20]. La variabilidad estacional
de los sintomas y los antecedentes familiares positivos del asma y de una enfermedad
atopica son también guias de diagnostico.

2.4.2. La Espirometria

Método recomendado para medir la limitacion al flujo de aire y reversibilidad para
establecer el diagnéstico del asma. La medicién del volumen espiratorio forzado en 1
segundo (FEV1) y de la capacidad vital forzada (FVC), al igual que el pico flujo durante la
espiracion (PFE), se realiza durante una maniobra espiratoria usando un espirometro. Los
valores predichos de FEV1, FVC y PEF se basan en la edad, genero, y talla, han sido
obtenidos de estudios poblacionales, y son continuamente revisados, siendo de gran
ayuda para determinar si un valor es valido o no, excepto el PEF, cuyos valores predichos
tienen un rango muy amplio. Los términos de variabilidad y reversibilidad se refieren a
cambios en los sintomas acompafiados de cambios en la limitacion del flujo de aire que
ocurre espontaneamente 0 en respuesta al tratamiento. El término reversibilidad es
generalmente aplicado a las mejoras en FEV1 (o PEF), medido en los minutos después
de la inhalacién de un broncodilatador de rapida accién por ejemplo después de 200-400
microgramos de salbutamol (albuterol), o una mejora sostenida dias o semanas después
de la introduccion de un tratamiento controlador efectivo como los glucocorticosteroides
inhalados [1].

2.5. Terapiadel Asma

El objetivo del tratamiento del asma consiste en lograr y mantener el control clinico. La
terapia empleada en el asma, incluye los farmacos controladores (tratamiento de
mantenimiento), aliviadores o de rescate (sintomaticos). Los controladores o preventivos
son medicamentos tomados diariamente por un periodo prolongado de tiempo para
mantener el asma bajo control clinico a través de sus efectos antiinflamatorios. Estos
incluyen glucocorticosteroides inhalados o sistémicos, los modificadores de leucotrienos,
los R2-agonistas inhalados de accion prolongada en combinacién con
glucocorticosteroides inhalados, teofilina de accion prolongada, cromonas, anti-IgE, y
otras terapias de esteroides sistémicos [1].
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2.5.1. Medicamentos de alivio o rescate
2.5.2. Agonista B2 adrenérgicos de Accién prolongada inhalados:

(formoterol y salmeterol).

Los agonistas 2 no deben ser utilizados como monoterapia en el asma dado que estos
medicamentos no parecen influir en la inflamacién de las vias aéreas, estos agonistas son
mas eficaces cuando estan combinadas con los glucocorticosteroides inhalados. Los
agonistas (2 tienen la funcién de relajar las vias respiratorias del musculo liso bronquial,
también mejoran la depuracion mucociliar, disminuyen la permeabilidad vascular y pueden
modular la liberacién de mediadores de los mastocitos y baséfilos. El salmeterol y el
formoterol, proporcionan proteccién a largo plazo frente a estimulos broncoconstrictores

[1].

2.5.3. Los B2-agonistas de accién rapida

Son los medicamentos de eleccion para el alivio del broncoespasmo durante las
exacerbaciones agudas del asma y para el tratamiento previo del asma inducida por el
ejercicio. Se incluyen el salbutamol (albuterol), la terbutalina, el fenoterol, el reproterol, y el
pirbuterol.

2.5.4. Antimuscarinicos (Bromuro de Ipratropium)

Agentes anticolinérgicos bloquean los receptores muscarinicos en el musculo liso
bronquial, bloqueando el reflejo colinérgico broncoconstrictor y produciendo asi
broncodilatacion. En las vias aéreas predominan los receptores muscarinicos M3 [29]. Los
farmacos anticolinérgicos bloguean de forma competitiva el efecto de sefalizacién de la
acetilcolina sobre los receptores muscarinicos acoplados a la proteina Gaqg, que tienen
una predominate distribucién en la musculatura lisa del &rbol bronquial, en este sentido la
eficacia broncodilatadora va a depender del grado de control del efecto colinérgico. La
mayoria de antagonistas de los receptores Gaq, son minimamente eficaces como
monoterapia, debido a que el tratamiento enfocado solo a una de las muchas vias de
sefializacién contractil, puede hacer que falle la buena respuesta a la terapia. En este
hecho se toma en cuenta porque el estado contractil bronquial representa la accion
colectiva de multiples agonistas contractiles [29]. Los Antagonistas CysLT1R, no son un
tratamiento de rescate, ya que su inicio de accion no es rapido. Ademas son prescritos
como complemento o cuando la terapia con beta-agonistas es complicada (por ejemplo,
complicaciones cardiovasculares) [29].
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Los alérgenos interactian con la mucosa respiratoria (1) y desencadenan una respuesta de los
mastocitos mediada por la IgE (2). La activacion de los mastocitos provoca su desgranulacion (3) con
liberacion de diversos mediadores pro inflamatorios (4) que atraen mas células relacionadas con la
inflamacién (5) estas células también segregan mediadores, con la consiguiente amplificacion de la
respuesta inflamatoria (6) El efecto global es el estrechamiento de las vias aéreas (7) por el
broncoespasmo, edemay el aumento de las secreciones [90].

2.6. Receptores de broncoconstrictores

En un individuo normal, el tono y la permeabilidad de las vias aéreas son el resultado del
equilibrio entre las fuerzas bronco relajantes inducidas por estimulos (3-adrenérgicos y las
tendencias bronco constrictoras causadas por impulsos vagales y mediadores
inflamatorios como la acetilcolina (ACh), la histamina, los cysteinil-leucotrienos,
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tromboxano, neuropéptidos entre otros. Todos estos mediadores son capaces de activar
los receptores de membrana acoplados a proteinas Gaq, poniendo en marcha la accion
de la maquinaria contractil pero esto se contrarresta con la via que conduce a la
relajacion, la que implica los B, —adrenoreceptores que estan acoplados a la proteina Gas
a través del sistema AMPc-Adenil ciclasa (AC) [29].

Los GPCRs son la diana terapéutica de la mayoria de los medicamentos comercializados
en la actualidad para el manejo del asma. En individuos asmaticos la inflamacion de la via
aérea genera la fase "aguda " y la fase "tardia”. En la fase aguda, los antigenos por medio
de la activaciébn de los mastocitos en la vias respiratorias, provocan la liberacién de
numerosos mediadores/agonistas como la histamina H;, en donde su activacién esta
mediada por los receptores H;; los leucotrienos B4/C4/D4/E4 que actian a través un
receptor comun, el cisteinil-leucotrienos 1 (CysLT1); el Factor activador de plaguetas, las
prostaglandinas PGD, y PGF,a y los tromboxanos que actuan a través del receptor TP,
que estan acoplados a la proteina Gag. Del mismo modo en la fase tardia, después de la
exposicion al antigeno, hay una afluencia significativa de eosindfilos y una amplia
liberacion de mediadores inflamatorios que de nuevo incluyen numerosos agonistas que
se van a unir a receptores acoplados a Gaq, entre ellos los mas prominentes son los
leucotrienos.

El sistema nervioso parasimpéatico es el principal bronco constrictor neuronal de las vias
respiratorias. Los receptores muscarinicos M, estdn presentes en los nervios pos
ganglionares y controlan la liberacibn de neurotransmisores; los receptores Ms; se
encuentran principalmente en el masculo liso bronquial y son mediadores de la bronco
constriccion debido a que se acoplan a un estimulador como la proteina Gag, que cuando
se activa genera un aumento de Ca? intracelular y la actividad del aparato contractil. El
receptor M, se encuentra acoplado a través de una proteina Gai para inhibir la adenil
ciclasa (AC) lo que podra generar un efecto de bronco constriccién [30, 31].

La regulacion del estado contractil del musculo liso de las vias aéreas (MLVA) es sin duda
la caracteristica mas importante del asma, pero también se toma en cuenta la
remodelacion tisular de la via aérea, en la cual el aumento de la masa celular contribuye a
la enfermedad. Demostrando de esta manera que las combinaciones de factores de
crecimiento polipeptidicos y agonistas GPCR pueden combinarse para aumentar el
sinergismo Yy la proliferacion de células del MLVA. Numerosos factores de crecimiento
como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de
plaquetas y el factor de crecimiento transformante-g, pueden promover la proliferacion
del MLVA en cultivo. Otros agonistas GPCRs, como la trombina, el &cido lisofosfatidico
(LPA), la esfingosina 1 fosfato (S1P), son fuertes mitogenos in vitro. Ademas agonistas
como el tromboxano, la metacolina, los CysLTs, histamina, endotelina, y 5-HT, son por si
mismos agonistas débiles, pero tienen la capacidad de aumentar el efecto mitogénico de
los factores de crecimiento polipeptidicos [32].
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Figura 6. Esquema de los mecanismos de la bronco relajacién y bronco constricciéon del musculo liso aéreo.

Los receptores Mz se encuentran en el musculo liso bronquial y son mediadores de la
broncoconstriccion debido a que se acoplan a un estimulador como la proteina Gaq, que cuando se
activa genera un aumento de ca’intracelular y la actividad del aparato contractil. Los receptores M
se encuentran acoplados a una proteina Gai para inhibir la adenil ciclasa(AC), generarando un efecto
de broncoconstriccion.(48,49) La bronco constriccion es el efecto de la unidon de los agonistas o
mediadores inflamatorios a los receptores acoplados a la proteina Gaq, que genera la activacion de la
fosfolipasa C (via PLCB), que a partir de fosfatidil inositol 4,5 bifosfato genera IP3 y diacilglicerol (DG),
el IP3 se une a su receptor situado en el reticulo sarcoplasmico y provoca la liberacion de Ca2+ desde
ese depdsito [33]. (Imagen tomada de Holgate 2010 [33])

2.7. Receptores de broncodilatadores.

Las vias aéreas estan inervadas por el sistema simpatico y parasimatico, lo cual implica la
activacion de receptores [(-adrenérgicos y muscarinicos respectivamente. Ambos
receptores, estan acoplados a proteinas G y tienen muchas similitudes en sus
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mecanismos de accién. Por ejemplo, los receptores muscarinicos tipo 2 estan unidos a
proteinas G inhibidoras (Gi/0) y los receptores [3-adrenérgicos estan ligados a proteinas G
estimuladoras (Gs).

Cuando un (-agonista ocupa su sitio de reconocimiento acoplado a una proteina Gas,
inicia un proceso que termina en la activacion de la adenililciclasa, enzima que estimula la
formacion de adenosinmonofosfato ciclico (AMPc) y la consiguiente activacion de la
protein-kinasa AMPc-dependiente (protein-cinasa A, PKA), la cual se encargara de
fosforilar otras proteinas intracelulares, unas de naturaleza enzimatica y otras de
naturaleza estructural. La PKA puede fosforilar receptores acoplados a proteinas Gaq que
previenen y revierten los efectos de todas las sustancias bronco constrictoras, incluyendo
el leucotrieno D4, la acetilcolina, la bradicinina, las prostaglandinas, la histamina y las
endotelinas y a la Fosfolipasa C (PLC), y de esta manera inhibir la generacién de IP; y el
flujo de calcio. La fosforilacion por la PKA, se realiza en proteinas que regulan el
movimiento de Ca2+, tanto a través de la membrana celular como entre los diversos
compartimientos intracelulares, afectando un rango de funciones celulares en las vias
aéreas, incluida la relajacién del musculo liso.

En resumen los efectos de la activacion de PKA, se da por medio de las respuestas
fisiolégicas a los farmacos agonistas-B, fosforilando y cambiando la actividad de los
substratos clave (como enzimas y sistemas de transporte de iones) implicados en la
inflamacioén y en la regulacion del tono contractil del musculo liso, de lo que resultan las
correspondientes acciones anti-inflamatorias y broncodilatadoras y estas acciones se
realizan a través de la modulacion de la expresion génica de la activacion del elemento de
respuesta a AMPc (CREB).

Varios agentes enddgenos actian como broncodilatadores, ya sea mediante la activacion
de los receptores de broncodilatacién o por la liberacién endégena de oxido nitrico (NO),
PGE, y VP [97]. En el caso de la prostaglandina PGE,, esta puede actuar como un
importante regulador del tono del musculo liso bronquial, a través de los receptores EP.
La activacion de dichos receptores por la PGE, incrementa los niveles de AMPc mediante
la activacion de la adenil- ciclasa acoplada a Gsa, causando una reduccién en la
concentracion de calcio intracelular [Ca®']i y la relajacion del musculo liso [36].
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Figura 7. Esquema de las funciones del B2-adrenoreceptor

La union al receptor ADRB2 de las catecolaminas endégenas, asi como de las drogas B2-agonistas da
inicio al acoplamiento entre la proteina receptora y la proteina G estimuladora (Gs). Esto activa la
adenil ciclasa, causando posteriormente un incremento en la concentracion de adenosin monofosfato
ciclico intracelular (AMPc). La activacion del AMPc permite la actividad de la protein quinasa A (PKA,
gue participa en larelajacion del musculo liso [37].

2.8. Polimorfismos en el gen ADR[2

El gen que codifica para el B,-adrenoreceptor, gen ADRB2, ha sido localizado en el brazo
largo del cromosoma 5 (5g31- 33), carece de intrones y consta de un bloque codificante
de 5.2 KB.

Hay dos alelos para el ,-adrenoreceptor, con lo cual un individuo puede ser homocigoto
o heterocigoto para un polimorfismo dado. Se han identificado aproximadamente, mas de
20 polimorfismos en el gen ADRB2 , nueve en la region codificante y 10 en la region
promotora 5’,sin embargo, cuatro resultan en cambios de la secuencia de aminoacidos en
el receptor. Tres de estos polimorfismos parecen afectar las propiedades funcionales del
receptor de los individuos con estos polimorfismos llevando a un comportamiento
diferente de la via aérea cuando se exponen a catecolaminas exdgenas [7].

En la especie humana, la actividad reguladora transcripcional principal del gen ADRB2 se
encuentra cerca al codon de inicio 5’. Esta region también contiene la secuencia de
codificacion de una proteina de 19 aminoécidos conocida como Péptido Beta Upstream
(BUP) que se piensa influye en la expresion del gen del B2-adrenoceptor a nivel
translocacional. El dltimo residuo de este oligopéptido es polimorfico (Argl9Cys),
generando una menor expresion basal del ADRB2 in vitro [38].

En la region codificante, los dos polimorfismos que ocurren con alta frecuencia alélica en
la poblacion en general son sustituciones de nucleétidos individuales en las posiciones 46
(ADRB2+46G-A) y 79 (ADRB2+79C-G), correspondientes a las sustituciones de Arginina
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por Glicina en la posicién del aminoacido 16 y glutamina por glutamato en la posicion del
aminoacido 27. Las frecuencias de los alelos para el Arg16Gly y GIn27Glu varian segun el
grupo etnico [38, 39]. Las frecuencias alélicas reportadas para Argl6 en caucasicos,
afroamericanos y las poblaciones de Asia son de 0,39, 0,50 y 0,40, respectivamente;
mientras que para GIn27 son de 0.57, 0.73 y 0.80. EI SNP Thrl64lle es raro y la
frecuencia en heterocigotos es entre el 3 y el 5% en toda la poblacion. Las frecuencias
alélicas de los polimorfismos funcionales del $2-adrenoceptor se encuentran similares en
los asmaticos y no asmaticos [38], por lo que no determinan el desarrollo de la
enfermedad, pero si podrian modificar las manifestaciones clinicas de esta [40]. Con
respecto a las frecuencias de los polimorfismos del gen, estas observaciones han
motivado a su estudio en diferentes poblaciones, encontrando contradicciones en los
hallazgos con respecto a la relacién de los polimorfismos y la severidad de la enfermedad.
En algunos reportes el polimorfismo Gly en la posicién 16 se ha asociado a una mayor
severidad de la enfermedad, sin embargo, en otros estudios la asociacion no ha sido
relevante. De la misma manera, esta variacibn se ha correlacionado con una mayor
frecuencia en casos de asma nocturna y con hiperreactividad bronquial [34].

Recientemente, un analisis completo del gen ADRB2 identificd otras variantes genéticas
dentro de una region del gen de 5,2 kb .Un total de 49 polimorfismos fueron identificados,
21 de ellos fueron nuevos. El analisis también mostré que la region 3’-UTR contiene una
longitud variable de repeticiones poli-C (11, 12, 13 o muy rara vez 14C), que son
interrumpidas por polimorfismos en dos posiciones diferentes, dando lugar a una variacion
genética adicional. La importancia de estos nuevos SNPs en la determinacion de los
fenotipos del asma y la respuesta terapéutica a los agonistas del 2- adrenoceptor se
desconoce [7].

Dentro del contexto genético hay un alto desequilibrio de ligamiento en el gen ADRB2,
como resultado de esto, los individuos homocigotos para Argl6 casi siempre son
homacigotos para GIn27. El haplotipo Argl6/Glu27 es poco frecuente, ocurriendo en el
1% de la poblacién caucéasica. Ademas, los individuos homocigotos para Argl6 y GIn27
casi siempre son homocigotos para el alelo Cys19 del polimorfismo BUP Cys19Arg. Como
consecuencia del fuerte desequilibrio de ligamiento, los polimorfismos de la region
promotora y las regiones codificantes del gen ADRB2 fueron organizadas por Drysdale y
cols, en 12 haplotipos, que son expresados diferencialmente entre los grupos étnicos [41].

De hecho, los estudios que han utilizado haplotipos han demostrado un poder mas fuerte
en definir fenotipos clinicos y moleculares [42], asi como en el riesgo de una enfermedad,
comparados con andlisis de SNP, aunque estos Ultimos en algunas ocasiones puedan
ofrecer ventajas estadisticas. Estas interacciones también pueden ocurrir entre variantes
que estan localizadas en distintos genes (epistaxis). Es decir, un alelo en un locus puede
tener efectos opuestos en el fenotipo que se esta estudiando dependiendo de cual alelo
esta presente en el otro locus [43]. Por lo tanto, en el caso de las interacciones
epistaticas, los efectos genéticos principales podrian perderse completamente o ser
interpretados de forma erronea si los efectos de un locus se consideran por separado de
los efectos que ocurren en el otro. Esto quiere decir que sélo los portadores de los
genotipos de riesgo en ambos genes (nho portadores del genotipo de riesgo en un solo
gen) tendrian un riesgo incrementado de asma en comparacion con los portadores del
genotipo de no-riesgo [19].
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La transcripcidon y posterior traduccion del gen ADRB2 genera una proteina de 413
aminoacidos cuya estructura terciaria esta organizada en siete dominios transmembrana,
que es la tipica disposicion de la familia de proteinas GPCR, los cuales son
caracterizados por tener siete dominios transmembranales, cuya estructura corresponde a
hélices alfa. Su dominio extracelular corresponde al extremo amino terminal y el dominio
intracelular corresponde al extremo carboxilo terminal [34, 35]..

La expresién de este receptor se da en el musculo liso de la via respiratoria, en las células
endoteliales y epiteliales del pulmdn, células tipo Il y mastocitos, funcionando como un
aceptor de agonistas que permiten la broncodilatacion del pulmon.

Las peculiaridades esenciales de este receptor en su funcionamiento son:

1. La doble glicosilacion de su extremo amino terminal, que interviene en la orientacion y
movilidad del receptor.

2. La recepcion de los agonistas en un espacio interno de alrededor de 11A, formado
entre las porciones hidrofébicas de las hélices transmembrana 32 a 62.

3. Actuan a través de proteinas reguladoras y enzimas intracelulares, los receptores 32,
se unen a la subunidad a de la proteina Gas por medio de las asas intracelulares 22 y 32.
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El gen que codifica para el receptor B,-adrenergico ADRB2, ha sido ampliamente estudiado en el asma por
diferentes razones. Primero, esta localizado en la regién cromosdmica del brazo largo del cromosoma 5 (5931-33)
gue estéa repetidamente ligada con el asma. Segundo, sus dos polimorfismos mejor caracterizados son mutaciones
missense en el codon 16 y 27 (Argl6Gly y GIn27Glu), que son funcionalmente muy importantes porque se
encuentran en la parte extracelular de la membrana. Tercero, la expresion del receptor se encuentra en varias
clases de células del pulmén, incluidas las células del musculo liso bronquial que juegan un papel importante en el
control del tono bronquial y en la respuesta a los medicamentos broncodilatadores [44]. (Imagen tomada de

Hawkins et al., 2006)
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Figura 9 . Posiciones relativas de los polimorfismos Arg16Gly y GIn27Glu.

En el polimorfismo del nucleétido 46 se encuentra un cambio de adenina por guanina (A por G), que
produce la sustitucién de una arginina por una glicina en el aminoécido 16 (Argl6Gly) y la variante en
el nucleétido 79, que da un cambio de citosina por guanina (C por G), a nivel del aminoé&cido en la
posicién 27, produce un cambio de glutamina por acido glutamico (GIn27Glu) [7].

2.8.1. Relacién entre los polimorfismos del gen ADRB2 y asma

Reihsaus et al.,[7]. Describieron en 1993 por primera vez los polimorfismos mas
frecuentes del ADRB2 en humanos. En Estados Unidos un estudio de casos y controles,
con un total de 107 sujetos, caracterizaron 9 polimorfismos, de los cuales cuatro
producian cambios en la secuencia de aminoacidos. De éstos, dos fueron muy frecuentes
en la poblacién: el cambio de una Arginina en la posicion 16 por una Glicina (Arg16Gly) y
el de la Glutamina en la posicion 27 por el Acido Glutdmico (GIn27Glu). Las frecuencias
alélicas (FA) que ellos encontraron fueron para los homocigotos Gly16 de 0,53 y para los
homocigotos Glu27 de 0,2 y con la frecuencias del haplotipo Gly16/Glu27 de 0,24.

En el mismo estudio, Reihsaus et al., [7] fueron quienes primero estudiaron la relacién
entre los polimorfismos mas frecuentes y el asma. Tanto en los casos como en los
controles la frecuencia del polimorfismo Glyl6 y Glu27 fue igual. Asi mismo no
encontraron asociacion entre polimorfismos con edad, sexo, asma inducida por ejercicio,
namero de visitas a emergencia y numero de hospitalizaciones. Sin embargo, describieron
una asociacién entre aquellos pacientes que usaban corticosteroides y el polimorfismo
Gly16, pues el 75% de estos sujetos eran homocigotos para el marcador. Este estudio,
como se menciona anteriormente fue realizado en caucéasicos. En este estudio, la
estratificacion por severidad del asma, no es clara.

Otro estudio realizado en poblacion turca (n=104) [46], no relacionada, sin ningun tipo
aparente de patologia respiratoria, encontré una FA para Glyl6 de 0,596 y para Glu27
0,317. Ningun sujeto fue homocigoto para el haplotipo Gly16/Glu27.

Otros estudios realizados en diversas poblaciones concuerdan en algunos casos, y en
otros arrojan resultados distintos.
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Un estudio posterior realizado en Canada [47] con sujetos asmaticos y no asmaticos en
un disefio de casos y controles, con poblacion caucasica (n=315 casos, 84 controles),
afroamericana (62 controles) y asiatica (16 casos), de los cuales solo se usaron los datos
de la poblacién caucésica para el analisis. La FA para Gly16 fue de 0,61 (similar al estudio
previo) y para GIn27 de 0,57. Los asiaticos tenian una menor FA para Glyl6 (0,40) y
GIn27 fue mayor en los negros (0,73). En cuanto a la asociacion con asma, para el primer
polimorfismo, no se encontr6 ninguna asociacién (en caucésicos), mientras que para el
segundo, se observé una frecuencia de asociacion del 67% en asmaticos moderados y
del 48% en asmaéticos leves. Asi mismo, para los individuos el haber tenido el haplotipo
Gly16/GIn27 confiri6 un Odds Ratio (OR) de 3,1 en los asméticos moderados. Los autores
concluyeron que no habia diferencias entre asmaticos fatales y casi fatales con asmaticos
no fatales y no asmaticos, pero si con asmaticos moderados. Por otro lado mostraron que
no hubo diferencias entre asiaticos y negros en cuanto a FA, pero si con caucasicos.

Entre tanto, Hopes et al., [48] realizaron un estudio poblacional en un hospital de
Nottingham, Inglaterra, en el cual incluyeron a nifios que ingresaban por el servicio de
urgencias. De un total de 419 sujetos, 104 se consideraron como casos y 315 como
controles. Este trabajo reportd las siguientes FA: Glyl6 0,66 y Glu27 0,48. La poblacién
se encontré en equilibrio de Hardy-Weinberg y el polimorfismo GIn27 se asocidé con un
incremento de riesgo en los asmaticos reportados (OR 2,18; intervalo de confianza 1,13-
4,23).

Otro estudio [49] que buscé estas asociaciones se realiz6 en Caucasicos de Nueva
Zelanda (n=246), donde se encontraron diferencias significativas para las FA del
polimorfismo Glyl16: 0,7 en Asma severa, 0,59 en Asma leve y 0,60 en Controles. Mas
aun 54% de los asmaticos severos, 46% asmaticos leves y 38% de los controles fueron
homocigotos para el polimorfismo. La FA de Glu27 no fue diferente entre los casos y
controles, ni entre los distintos grupos de asmaticos.

El estudio realizado por Shachor y cols. [50] en poblacién israeli incluyé judios
ashkenazim, sefaradim y arabes, de los cuales 66 fueron casos y 113 controles,
emparejados por etnia y estratificados segun el tipo de marcador de asma severa.
Encontraron que no habia diferencia entre asmaticos y sus controles en ninguno de los
grupos étnicos. La FA de Gly16 fue igual que en caucasicos, pero la FA de Glu27 si fue
distinta a los caucasicos, siendo similar a la de los turcos 0,3.

En la poblacién latina, el trabajo de Santillan y cols. [51], realizado en la ciudad de
Monterrey, México, incluyé a 907 mestizos mexicanos sin vinculo familiar. 303 pacientes
de consulta externa se consideraron como casos y 660 personas de las listas del Instituto
de Seguros Sociales de México fueron los controles. Encontraron que la poblacion estaba
en equilibrio de Hardy-Weinberg para ambos polimorfismos, con una FA de 0,57 para
Glyl6 y 0,2 para Glu27. El primer polimorfismo no se asoci6 con el diagnéstico de asma,
pero si con el fenotipo de asma nocturna (OR 1,8; intervalo de confianza 1,3-2,6). La
frecuencia del segundo polimorfismo fue diferente en comparacion con la poblacion
caucasica y se asocié con una disminucién del riesgo de tener diagnostico de asma (OR
0,5; intervalo de confianza 0,4-0,7). En cuanto a los haplotipos, el mds comun en esta
poblacion fue Argl6Gly/GIn27 (0,43 en casos y 0,33 en controles). Mas aun, los
haplotipos Argl6/GIn27 y Argl6/GIn27Glu confirieron un OR de 2,9 (intervalo de
confianza 1,2-6,8) en hombres asmaticos al estratificar por sexo. Sin embargo, este
estudio presenta importantes diferencias en las caracteristicas demograficas de base

38



entre el grupo de casos y controles, incluyendo el indice de masa corporal, el cual es un
factor de confusién relacionado con alteraciones del adrenoceptor beta.

Otro estudio [52], usé variables como punto final que se pueden considerar como
marcadores de asma severa (i.e asma nocturna) en un disefio de casos y controles con
n=45 en adultos de Estados Unidos sobre los cuales no se especificd su origen étnico.
Los investigadores encontraron una FA en Glyl6 de 0,804 en asmaticos nocturnos, lo
cual se traduce en un OR de 3,8. Mas aun, 88,9% de los asmaticos nocturnos fueron
homocigotos para Gly1l6. En cuanto a GIn27 no se encontraron diferencias. El haplotipo
Gly16/Glu27 se encontré6 en 30,4% de los asméticos nocturnos vs. 18,2% de los no
nocturnos, pero no alcanzé significacién estadistica.

Migita et al., llevarén a cabo un meta-analisis [53] con los resultados de la mayoria de los
estudios revisados para los polimorfismos del ADRB2, encontraron que la FA de Glyl6 en
promedio era de 0,47 y la de GIn27 0,95. Esté meta-analisis mostr6 que el OR para Gly16
segun el modelo de efectos fijos fue de 1,06 (intervalo de confianza 0,95-1,18) y usando el
modelo de efectos aleatorios fue de 1,05 (intervalo de confianza 0,9-1,22). El OR para
GIn27 con el modelo de efectos fijos fue de 1,17 (intervalo de confianza 1,03-1,34) y con
el modelo de efectos aleatorios fue de 1,12 (intervalo de confianza 0,94-1,34). Esto para
una muestra conjunta de 1290 casos y 1848 controles. Es interesante anotar que el OR
para GIn27 bajo el modelo de efectos fijos pierde la significacién estadistica al excluir el
estudio de Santillan y cols. [51] del andlisis. Concluyeron que los polimorfismos de ADRB2
y sus haplotipos no se asocian con el asma. Sin embargo, una limitante de este estudio es
el reducido nimero de trabajos incluidos en el meta-analisis asi como la heterogeneidad
conferida por un solo estudio [51] que al ser analizado separadamente altera los
resultados.

En un meta-analisis de Contopoulos et al., [54]. de estudios de cohortes y de casos y
controles, tenia como objetivo la integracién cuantitativa de la evidencia disponible en la
asociacion de los polimorfismos Arg1l6Gly y GIn27Glu con el asma, asma nhocturna, asma
severa e hiperreactividad bronquial. Los andlisis primarios comparardn sujetos con asma
contra los que no la tenian, sujetos con formas moderadas o severas de asma contra los
que tenian formas mas leves y sujetos con hiperreactividad bronquial contra los que no
contaban con esta Ultima. Se examiné primordialmente el contraste de alelos (Gly16 vs.
Argl6 y Glu27 vs. GIn27) para detectar diferencias en general. Se eligieron 28 estudios
que proporcionarén informacion en la asociacién entre polimorfismos Argl6Gly y
GIn27Glu y la susceptibilidad para asma, hiperreactividad bronquial, asma nocturna y
formas de asma moderada y severa. Este estudio incluyd 19 estudios en poblaciones de
descendencia caucasica y 9 en poblaciones de descendencia asiatica, 11 estudios caso
control, 9 cohortes de poblacion y 8 cohortes de asma. El asma fue definida con
diferentes criterios (diagnosticos médicos, auto-reportes o ambos) que no fueron siempre
especificados en detalle. Los casos de asma nocturna fueron definidos basados en la
declinacion nocturna de las tasas de pico flujo respiratorio en dos estudios y criterios
clinicos en otros tres. La definicion para asma moderada a severa también tuvo
variaciones en los estudios de Contopoulos y cols [54]. En este estudio la frecuencia
general del alelo Glyl6 en sujetos sin asma fue 54.8% (IC 95%, 50.9% a 58.7%) y esto
fue ligeramente mas frecuente en descendientes caucasicos que en poblaciones de
descendencia asiatica (60.7% vs 46%). El alelo Glu27 tuvo menos de la mitad de
frecuencia que el alelo Glyl6 (24.7%; IC 95%, 17.9% a 32.9%), y fue casi 3 veces mas
frecuente en poblaciones de descendientes caucasicos que en asiaticos (36.1% vs.
13.6%). En el analisis de alelos; en general no existié relacion entre el alelo Gly1l6 y asma.
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Sin embargo, hubo una heterogeneidad limitrofe entre los estudios en este andlisis. Los
resultados fueron altamente consistentes en estudios de sujetos de descendencia
caucasica y asiatica. Por el contrario, un riesgo incrementado para la susceptibilidad de
asma fue demostrado (OR, 1.19; P=0.025) en los siete estudios con grandes proporciones
de fenotipos no favorables, mientras que no se encontrd asociacién con asma en los 10
estudios restantes. (OR, 0.92; p=0.21). En este meta-analisis, no hubo asociacion
estadisticamente significativa del alelo Glu27 con ningun fenotipo

Con respecto al andlisis de genotipos los homocigotos de Glyl6 mostrar6n un riesgo
mucho mayor de asma nocturna y severidad del asma comparados con los homocigotos
de Arg16. Mientras que los heterocigotos de Gly16 tenian un riesgo moderado [54].

Basadose en los resultados de 28 estudios elegidos, en este meta-analisis Countupolos
et al.,[54] demostraron que el alelo Gly16 no era un factor de riesgo para la susceptibilidad
del asma o de hiperreactividad bronquial; pero parecia probable que duplicaba el riesgo
para asma nocturna y moderados incrementos en la severidad del asma. Este estudio
mostré un riesgo mayor para los homocigotos Gly16, mientras que para el alelo Glu27 no
se evidencié asociacién con algun fenotipo. Tampoco se detectd asociacion entre ningun
alelo e hiperreactividad bronquial, y esto pudo ser debido a la variacién de la evaluacién
en los estudios. Segun este meta-andlisis [54] se sugiere que el gen de los receptores 32-
adrenérgicos son un determinante importante de los fenotipos especificos de asma.

Otro meta-analisis realizado por Thakkinstian et.,[55], analiz6 los polimorfismos y
haplotipos, para las poblaciones de adultos y nifios por separado, a partir de datos
publicados que complementaron con datos adicionales solicitados a los autores originales
El andlisis individual no detecto ningun efecto de Arg16Gly en adultos, pero si sugieren un
efecto recesivo de proteccion de Glyl6 para los nifios, con un O.R de 0,71 y un |.C del
95%: 0,53, 0,96 en comparacién con los otros genotipos. Los resultados para GIn27Glu
en los adultos indicarén que los heterocigotos tenian un riesgo reducido de asma en
comparacion con los homocigotos, indicado por un O.R de 0,73, IC 95%: 0,62 a 0,87, este
meta-analisis indica que aungue los estudios son heterogéneos, en nifios, el genotipo
Glu27Glu tiene un riesgo menor de asma (O.R:0,60, 1.C95%: 0,35 a 0,99, en
comparacion con los otros genotipos. A pesar de la proximidad de estos dos sitios
polimérficos, el coeficiente de desequilibrio de ligamiento de 0,41 no fue alta (p <0,001).
En cuanto al andlisis de haplotipos este estudio sugierié que puede haber una interaccion
entre los dos sitios, con un menor riesgo de asma asociado con el alelo Glu27 (en
comparacion con GIn27), y que este riesgo es modificado por el alelo en la posicion 16
[55].

En Colombia, un estudio realizado en la cuidad de Pereira, en el afilo 2007, tenia como
objetivo estimar la distribucion de las variantes alélicas de los sitios 46 (Glyl6) y 79
(Glu27) del gen ADRB2 y su correlacion con la severidad del asma, éste estudio mostro
los siguientes resultados: el 30,4%(79) de la poblacion general, 27,2 % (30) de los
asmaticos y 33.56% (49) de los sanos, fueron homocigotos para el polimorfismo
Argl6Arg. En cuanto al polimorfismo Gly16Gly, el 35%(90) de la poblacién general, el
27,3%(40) de los casos y el 34,2%(50) de los individuos sanos, tenian este polimorfismo.
Para la variante GIn27GIn se encontré una frecuencia del 68% (77) en el grupo asmatico,
un 74%(108) en los sanos y un 71%(185) en la poblacion general. En cuanto a la variante
Glu27Glu la frecuencia fue del 4%(5) tanto en los asmaticos como en los controles y en la
poblacion general. Con respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg, este dato se confirmo
tanto para el genotipo correspondiente al codon 16 (p=0.62) como para el codén 27
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(p=0.98). En este estudio también se correlacionarén los diferentes alelos con la funcién
pulmonar (VEF1l y FEF,.+5), pero no se encontré significancia estadistica entre estos
resultados. Las conclusiones abordadas por sus autores, indicaron: que la frecuencia en
la poblacion de la variante Argl6Arg, se relacion6 con mayores efectos adversos al uso
de broncodilatadores de corta accién. Otra conclusién abordada fue que no habia ninguna
relacion con la pérdida de funcién pulmonar, y que estos datos podrian estar sesgados
por la administracion concomitante del tratamiento. [56].

En el afio 2010, se publicé otro estudio de la ciudad de Pereira [57], por los mismos
investigadores del afio 2007; esta vez la propuesta era establecer la relacién de los
polimorfismos Argl6Gly y GIn27Glu del ADRB2 con la susceptibilidad y severidad del
asma; determinar como era la respuesta a farmacos antiasmaticos en escolares
colombianos. Se tomarén 109 pacientes y 137 controles asintomaticos los cuales fueron
sometidos a genotipificacion para los alelos A46G, Argl6Gly y C79G, GIn27Glu del gen
ADRf2. En los resultados, ellos establecierén que no hubé diferencias estadisticas en las
frecuencias alélicas, genotipicas o haplotipicas del gen ADRB2 entre los casos y los
controles, ellos establecen que tampoco encontrarén diferencias al comparar variables
demogréficas, clinicas y espirométricas de los pacientes asmaticos clasificados de
acuerdo con sus genotipos y haplotipos ADRB2. En cuanto al genotipo y el haplotipo,
tampoco encontrarén relacion con las respuestas espirométricas y la expresion del gen
ADRP2 tras la administracion de un agonista-g2 mas un glucocorticoide. Ellos ante esto,
sugirierén que, en el grupo de escolares mestizos estudiados, los polimorfismos Arg16Gly
y GIn27Glu no constituian marcadores de susceptibilidad o severidad para el asma, de
esta manera, no se encontraban implicados en la expresion del gen ADRB2 durante el
llamado “tratamiento de rescate” del asma.

En la ciudad de Bogota un estudio de pacientes pediatricos asmaticos y controles [57].
Determind la frecuencia de los tres principales polimorfismos del ADRB2 Argl6Gly,
GIn27Glu, y Thrl64lle, en cuanto a los resutados ellos establecen que la poblaciéon se
encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg para los tres polimorfismos analizados, en
cuanto a las frecuencias alélicas en los casos estos fueron: Argl6 0,42, GIn27 0,71, y
Thrl64 0,97 y para los controles: Argl6 0,42, GIn27 0,77, y Thrl64 0,98. Ellos también
observarén cinco haplotipos en la poblacién total. Las frecuencias de estos haplotipos en
los controles fueron: Haplotipo 1 (Arg/GIn/Thr) 0,38, Haplotipo 2 (Gly/GIn/Thr) 0,37,
Haplotipo 3 (Gly/Glu/Thr) 0,19, Haplotipo 4 (Gly/GlIn/lle) 0,02 y Haplotipo 5 (Arg/Glu/Thr)
0,04. En los casos Haplotipo 1 de 0,37, Haplotipo 2 de 0,32, Haplotipo 3 de 0,24,
Haplotipo 4 de 0,03 y Haplotipo 5 de 0,05. Sin diferencias significativas entre los dos
grupos. Los autores concluyeron que en su muestra analizada las frecuencias
genotipicas, alélicas y haplotipicas de los tres polimorfismos no presentaban diferencias
significativas entre casos y controles en relacion con el asma [58] .

Un grupo en Venezuela [59], con la finalidad de establecer las frecuencias genéticas de
los polimorfismos Arg16Gly y GIn27Glu en un grupo de 105 asmaticos y 100 individuos
sanos venezolanos. Demostré una diferencia significativa en la frecuencia Argl6Arg entre
pacientes y controles:(28,6% vs 47%, p<0,01) respectivamente. El polimorfismo Arg16Gly
fue mas frecuente en paciente (55%), comparado con los controles (35%, p < 0,01). Por
otro lado, no se encontrardn diferencias estadisitcamente significativas en el polimorfismo
de la posicion 27. En cuanto a los haplotipos para este estudio, el haplotipo
Argl6GlyGIn27GIn fue significativamente mas frecuente en los pacientes en comparacion
con los controles (p<0,01), mientras que la combinacion Argl6ArgGIn27Glu predominé
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mas en los controles (p<0,01). Segun los datos para los genotipos Argl6Gly y GIn27Glu,
estos se asociaron con una mejor respuesta a uso del post broncodilatador. La conclusién
que abordardn para este estudio,fue que, la frecuencia Argl6Arg en la poblacion mestiza
venezolana result6 mas frecuente a lo descrito en otras poblaciones y esto puede ser un
factor de proteccion en la aparicién del asma [59].

Teniendo en cuenta el importante papel del 32-adrenoreceptor en la regulacién del tono
de las vias respiratorias, un gran niumero de estudios clinicos han investigado, si las
variantes genéticas del B2 adrenoreceptor se encuentran asociadas con fenotipos
especificos de la entidad como por ejemplo con la Hiperreactividad bronquial (HRB),
principalmente por su ubicacién en una region cromosémica asociada a esta, también el
Asma nocturna, severidad y funcién pulmonar, entre otras. Un resumen de los estudios de
asociacion mas relevantes de los polimorfismos del ADRB2, se pueden ver en la tabla 1
cuadro 1.
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Tabla 1 Asociaciones del ADRB2 con fenotipos de asma [39, 49, 54, 59, 65, 67, 68, 70]

Disefo de Tamafio de Parametros Variante Hallazgos
estudio muestra
65 asmaticos GInGlu27
Cohorte (leve/moderada) HRB Los Homocigotos Glu27, presentaron efecto bronco
Asmaticos USA protector. Hall, I.P. ef al.[63]
&6 (leve/moderada) | Severidad ArgGly16 )
81-(severa GINGIU2T El Haplotipo GIy16/GIn27, fue mas fre;uente en
. asma moderada que en asma leve. Weir, T.D. ef
caso-control | persistente) al[39]
84(controles). UK
50:(leve) ArgGly16 | El Alelo GIy16 se AS0CiO mas con asma Severa, pero
05:(severa) Severidad GinGlu27 | (no con el desarrolla del asma per se. Holloway, J W.et
caso-control | 92(controles al. [49]
Mueva Zelan.
ArgGly16 | Los Homocigotos Arg16 tuvieron mayor aumento en
546 asmaticos UK | Exacerbaciones. GInGIu27 |las exacerbaciones que los Homocigotos Gly16.
caso-control Palmer efal ., [67]
ArgGly16 ] ,
303 e GINGIU2T Glu27 ‘_,'_ el Haplotipo Gly16GIu27 se aspmamn
con un riesgo menor de tener asma. Santillan A,
Caso-control Em;untrmes Asma et al.[68]
Mexicanos
ArgGly16 |Los Homocigotos Arg16 y el Haplo. ArgGIn27, se
Familias de  Puerto Riquefios | Severidad GInGlu27 |asociaron con pérdida de la funcidn pulmonar.
individuos 393 Choudhry S, ef al., [69]
con asma Mexicanos 274
Caso-control
Australianos: 1090 | Asma, COPD, Los Homocigotos Arg16 tuvieron mayor riesgo de
Funcion COPD, asma y sibilancias. Los homocigotos GInZ7
pulmonar, HRB |ArgGly16 |tuvieron mayor riesgo de asma y HRB. Matheson ef
Sibilancias GInGlu27 | al,[70]
Venezolanos ArgGly16 | Los Homocigotos Arg16 fueron  menos
Caso-control |105 asmaticos Asma severa GInGlu27 | prevalentes en el grupo de asma, (factor de
100 controles proteccion en la aparicion del asma) Larrocca ef
al, [59]
HRB, ArgGly16 | Gly16 se asocido con asma nocturna y severa,

Meta-analisis

Asma nocturnay | GInGIuz7

Severa

pero no se correlaciond con HBR. Contopoulos et
al.[54].
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2.9. Regulacion de la actividad del 8, _adrenoreceptor

La unién al receptor ADRB2 de las catecolaminas enddgenas, asi como de las drogas 32-
agonistas da inicio al acoplamiento entre la proteina receptora y la proteina G
estimuladora Gas. Esto activa la adenilciclasa, causando posteriormente un incremento
en la concentracion de adenosin monofosfato ciclico intracelular (CAMP). La activacion del
cAMP dependiente de quinasa y la fosforilacion de proteinas especificas que afectan un
rango de funciones celulares en las vias aéreas, incluida la relajacion del masculo liso.

La magnitud de la respuesta celular a la sefial del agonista B, depende de numerosos
factores, que incluyen: 1) la expresion del receptor, 2) la afinidad de la union del ligando, y
3) el grado de acoplamiento entre la proteina receptora y la respuesta de los mensajeros
“transduccion”. Adicionalmente, los receptores de la superficie celular como el f,
adrenoreceptor son dinamicos, esto es; ademas de ser expresados y activados, ellos
estan sujetos a la desensibilizacion (desacoplamiento de la proteina GaS o atenuacion de
la sefalizacién del receptor tras la exposicion crénica o aguda a un estimulo y la
“regulacion descendente o Down-regulation” (reduccién de la cantidad de receptores). Las
sefiales del 3, adrenoreceptor son reguladas también por medio de otros receptores de la
superficie celular y moduladas en multiples puntos de las vias efectoras. Es probable que
la afinidad de los receptores por sus sistemas efectores se regule por cambios de
conformacion estructural del receptor inducidos por la exposicién a los agonistas. Lo que
confiere al sistema una gran plasticidad y dinamismo. Todos estos mecanismos pueden
estar sujetos a una variacion genéticamente determinada de la funcién del receptor. El
cuadro se complica posteriormente por los efectos potenciales de la variacion genética en
los componentes de las sefales de transduccién y otras moléculas como la proteina G y
la adenil ciclasa. Los estudios se han enfocado tanto en los efectos directos como en los
indirectos de la activacion de los receptores [72].

2.9.1. Desacoplamiento del B, adrenoreceptor de la proteina GaS

La desensibilizaciéon, o pérdida de respuesta ante la presencia crénica o aguda de un
estimulo, se lleva a cabo al regular el acoplamiento con las proteinas G y el numero de
receptores disponibles en la membrana,iniciando mecanismos de internalizacion, reciclaje
o degradacion.La desensibilizacion de los B,.adrenoreceptores acoplados a la proteinas
Gas incluye: |- Desacoplamiento del B,-adrenoreceptor a la proteina Gas, generalmente
debido a fendmenos de fosforilacion del receptor: II- Secuestro del B,-adrenoreceptor, 0
internalizacién del receptor asociado a la membrana plasmatica tras su estimulacion. IlI-
Fendmeno de “down-regulation”, por disminucion del nimero de (3,-adrenoreceptores en
la superficie celular por internalizacion y degradacion lisosomal del receptor tras su
estimulacion por el agonista o por disminucion de la sintesis de su ARNm [71].

2.9.2. Mecanismo de Endocitosis

El trafico del B,.adrenoreceptor desacoplado a compartimientos endosomales permite la
desfosforilacion y el reclutamiento del receptor a la superficie, como en el caso de la
respuesta a los farmacos y agonistas hormonales mediados por el B2-adrenoreceptor que
a menudo se atenua con el tiempo. En los endosomas es donde ocurre la disociacion del
complejo ligando-receptor, debido al pH &cido de su interior. Los complejos ligando-
receptor ya disociados pueden seguir diferentes rutas, pueden dirigirse a los lisosomas
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donde son degradados, o bien el ligando puede dirigirse al endosoma y el receptor
reciclarse a la membrana plasmatica y tener otros ciclos de endocitosis. La endocitosis del
B.-adrenoreceptor requiere también la interaccidbn con [(-arrestinas. En ausencia de
activacion del receptor, la B-arrestina reside en el citosol. Cuando se activan los
receptores, las - arrestinas (1-2) citosélicas se translocan a la membrana plasmética y la
fosforilacion estimulada por la union del agonista favorece la interaccion “B,-
adrenoreceptor-fosforilado -B-arrestinas” [73, 74].

2.9.3. Proceso de resensibilizacion

La resensibilizacién es un proceso importante, ya que una desensibilizacion prolongada e
irreversible dejaria a la célula sin capacidad de respuesta ante un nuevo estimulo. Este
proceso incluye la defosforilacion de los [.-adrenoreceptores fosforilados que se
encuentran en los endosomas. El complejo “B-agonista-B,-adrenoreceptor-fosforilado -
arrestina” viaja hasta los endosomas desde la membrana plasmatica. La defosforilaciéon
tiene lugar gracias a la accién de proteinas fosfatasas (GRP), que actian de una manera
mas o menos efectiva en funcion de la secuencia de los receptores. En algunos
receptores la interaccion con las B-arrestinas es muy estable debido a que existen en su
extremo carboxilo terminal abundantes cargas negativas y las fosfatasas realizan su
funcion lentamente, una vez que tiene lugar la defosforilacién se disocian los complejos
ligando receptor-B-arrestina [73, 74].

En el caso del asma, algunos pacientes con manejo de agonistas adrenérgicos, tras la
administracién crénica no desencadenan el proceso de internalizacion del agonista con el
receptor, esto induce la tolerancia puesto que el receptor se va a encontrar activado en la
superficie celular y la sefalizacion se va a encontrar de manera ininterrumpida. Pero
también, experimentalmente se ha observado, que agonistas adrenérgicos mas eficaces,
como por ejemplo el formoterol son capaces de inducir la internalizacion de los
receptores, y aparentemente inducen a un menor grado de tolerancia. Se presentan casos
en los que la administracibn concominante de agonistas con corticoesteroides,
disminuyen la aparicion de tolerancia (no hay desensibilizacion) [29].
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Figura 10. Regulacion del B2-adrenoreceptor (desensibilizacion y Downregulation):

En la desensibilizacién a largo plazo; existe una reduccion del nimero total de los receptores,
denominado regulacion descendente o downregulation, este proceso se puede dar porque: 1)
Aumenta la velocidad de degradacién de los receptores, mediado por vesiculas de clatrina y por la
fosforilacién de proteinas quinasas y 2) Hay una disminucién en la sintesis de los receptores por la
inestabilidad del ARNm. En la desensibilizacién a corto plazo: 1) Se observa un rapido
desacoplamiento entre el Bz-adrenoreceptor y su proteina G; luego un secuestro momentaneo del
receptor hacia el interior de la célula, por una serina-treonina quinasa denominada GRK (B-adrenergic-
receptor-kinase) que Unicamente fosforila al receptor si éste esta ocupado por un agonista. 2) La union
de B-arrestina impide la unién de la subunidad a de las proteinas G y por lo tanto no hay sefializacion.
3) El B.-adrenoreceptor se disocia rapidamente de la B-arrestina y se incorpora al endosoma. 4) el
ligando se disocia y el receptor es desfosforilado por fosfatasas especificas y luego el -
adrenoreceptor es reciclado a la membrana celular [73, 74]

2.9.4. Efectos funcionales in vitro de los polimorfismos del 2

adrenoreceptor.

En los primeros estudios in vitro, el grupo de Liggett [75], describi6 como los
polimorfismos del ADRB2 afectan la funcion del receptor por “regulaciéon negativa”
inducida por los agonistas. Usando la técnica de mutagénesis sitio-dirigida en fibroblastos
transfectados. Las células caracterizadas por dos alelos Glyl6 (Homocigoto) presentaron
un incremento en la “regulacion negativa” comparados con aquellas con dos alelos Arg16
con exposicion al agonista [75]. Un cuadro similar fue obtenido en estudios utilizando
células de musculo liso de las vias aéreas humanas. Por el contrario, para las variantes
en la posicién 27 de la proteina receptora de ADRB2, Glu27 estuvo asociada con una
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resistencia a la “regulacién negativa” en comparacion con GIn27. Sin embargo, es
importante notar que la diferencia en la regulacion por disminucion entre genotipos (90%
para Glyl6 vs 75% para Argl6, una diferencia del 15%) fue notoriamente menor que el
efecto total ocurrido con el genotipo, que supuestamente confiere resistencia a la
“regulacion por disminucion” (Arg16; 75%). Esto indica que el efecto genético de la
“regulacién negativa” es relativo y no un fenédmeno absoluto [76].

Los estudios que han sido disefiados para replicar estos hallazgos iniciales han arrojado
resultados mixtos. Chong [77] cuantificaron el antagonismo funcional con respecto a la
liberacion de histamina por isoprenalina mediada por Ig-E en mastocitos de pulmén
humano, y no hallaron efectos atribuibles a los polimorfismos de la posicién 16. Por el
contrario, los mismos autores confirmaron una resistencia relativa a la regulacién negativa
en células homocigotas para el alelo Glu27. Moore et al [78], reportaron una tendencia
elevada a la desensibilizacién para la variante Glyl6 en células de musculo liso de las
vias aéreas humanas, confirmando el trabajo de Green et al. [8]. Sin embargo, para la
posicion 27, la resistencia a la regulacidbn negativa era mas elevada en las células
homocigotas para Glu27, proporcionando de esta manera datos que entran en conflicto
con los reportes de Green et al [8].

Las incoherencias de los resultados entre varias investigaciones in Vitro podrian deberse
a diferentes grados de desequilibrio de ligamiento entre las posiciones 16 y 27 de las
células estudiadas. Otra posible explicacion es que aqui haya un “efecto de confusién” de
los polimorfismos localizados en la region 5’ flanqueante. Las variantes codificantes para
5-BUP, que regulan la expresion del receptor ADRB2, confieren un efecto independiente
del agonista sobre la funcion del receptor. La variante Cysl9 esta asociada con una
expresion elevada de ADRB2 en comparacion con la variante Argl9. Ademas, existe un
fuerte desequilibrio de ligamiento entre BUP Arg19 y el bloque codificante para el receptor
del polimorfismo Glu27. Por lo tanto, con la mayor expresién del receptor en asociacion
con la variante Cys19, la capacidad para demostrar regulacion negativa luego de la
exposicion al agonista podria estar aumentada.[76]

2.9.5. Relacién entre estudios In Vitro e In Vivo:

A pesar de que la evidencia a partir de los estudios in Vitro es inconsistente, el hecho de
que las diferencias entre fenotipos sean marcadores frecuentemente identificados hace
posible que los polimorfismos tengan importancia funcional. Los resultados de los
estudios clinicos son mas coherentes, particularmente aquellos que son el resultado del
tratamiento a largo plazo con inhalacion de agonistas-32 de accién corta [79]. La pregunta
continda: ¢los polimorfismos estan relacionados con la desensibilizaciéon y la regulacion
por disminucion del receptor? Si es asi, entonces ya que el genotipo Glyl6 esta en gran
parte asociado con mayor regulacion por disminucién in Vitro, los resultados de los
estudios clinicos parecen ser contrarios a lo esperado e incoherentes con los datos in
Vitro.

Small et al [80] han tratado de direccionar esta cuestion. Ellos han propuesto un modelo
dinamico para la regulacion del ADRB2 en relacion con la exposicion al agonista. La figura
9 muestra este modelo, en el cual las concentraciones fisiologicas de los agonistas
enddgenos resultan en la desensibilizacion y tolerancia de los receptores, particularmente
para el SNP-B (en este caso Gly16), el cual exhibe in Vitro mayores grados de regulacion
negativa. Para el SNP-A (Argl6), la funcidén del receptor esta relativamente preservada.
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Por lo tanto, la exposicion a dosis Unicas del agonista a concentraciones farmacolégicas,
resulta en una respuesta inmediata mayor para el SNP-A comparado con el SNP-B. A su
vez, el desarrollo de la tolerancia seria mucho mayor en el SNP-A (Argl6), por lo cual, en
contraste con el SNP-B, se puede esperar una regulacion negativa posterior. Esta
explicacién puede ser de gran ayuda para reconsiderar los resultados aparentemente
contradictorios entre los estudios in Vitro e in vivo[76].

In vitro Efecto de agonista  Respuesta in vivo
Receptor fenotipo endégeno  [INEERUSSENNISEIN taquifilaxia

Modelo estatico

ninguna

ninguna

+++DR ninguna

Figura 11. Comparacién de los fenotipos en el modelo estatico vs el dindmico de la regulacién del receptor.

Estos modelos difieren dependiendo si los agonistas endogenos “pre regulan” la funcion del receptor
antes de la exposicién a los agonistas exégenos. El efecto clinico esperado (taquifilaxia o tolerancia)
difiere dependiendo del modelo. Para el ADRB2, el polimorfismos de un unico nucleétido A (SNP) es el
polimorfismo Argl6, y el SNP B es el polimorfismo Glyl6. Las columnas representan respuestas
fisiolégicas arbitrarias, como el volumen espiratorio forzado en el 1 seg. Small et al [80].

2.9.6. Respuestas In Vivo de los agonistas de B2: Efectos del Genotipo y el
Haplotipo

2.9.7. Efectos agudos

En la actualidad se conoce que cada paciente responde de forma diferente a la misma
medicacién. Estas diferencias generalmente son mas grandes entre los individuos de una
poblacion que en una misma persona en diferentes épocas (0 entre mellizos
monocigoéticos). La existencia de grandes diferencias poblacionales con pequeia
variabilidad entre cada paciente es coherente con que la herencia es determinante de la
respuesta a un medicamento. A diferencia de otros factores que influencian la respuesta a
un medicamento, los que son determinados genéticamente generalmente se mantienen
estables a través de la vida del individuo. Dentro de este marco, los estudios
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farmacogenéticos pueden ser considerados como un tipo especial de estudios de gen-
por-ambiente, en los cuales el uso de medicamentos representa la exposicion ambiental.

Para la broncodilatacion, la mayoria de los estudios han indicado que el genotipo Argl6
confiere una probabilidad incrementada a la respuesta a una sola dosis de los agonistas-
B2. En un estudio epidemiolégico, Martinez et al. [81] encontraron que el 60% de los
niflos asméaticos y el 14.3% de los no asméaticos que tenian el genotipo Argl6 mostraron
una mejoria en el volumen espiratorio forzado en el 1 segundo (FEV;) con salbutamol.
Esto en comparacion con 13.3 y 3.0% en los homocigotos para Glyl6, respectivamente.
De igual forma, Lima et a. [82] encontraron que los cambios méaximos en FEV; eran més
grandes en los individuos homocigotos para Argl6 después de usar terbutalina oral (18%
de incremento desde la linea basal en este grupo Vs 4.9% en los homocigotos para
Gly16). De nuevo, estos resultados son coherentes con la hipétesis dinamica en la que un
genotipo que confiere resistencia a la desensibilizacion In Vitro esta asociada con un
incremento inicial en la respuesta a la primera dosis de un agonista exégeno.

Aun no se ha encontrado un patrén consistente para la relaciéon haplotipo-fenotipo de
ADRpB2. Drysdale et al [41] reportaron una relacion significativa pero compleja entre el
haplotipo ADRB2 y la respuesta aguda al broncodilatador en 121 individuos asmaticos.
Sin embargo, Taylor et al. [76], no pudieron confirmar ninguna relacion en individuos
asmaticos pertenecientes a un grupo aun mas grande (n=161). En el estudio realizado por
Taylor et al [76], se tuvo particular cuidado de eliminar cualquier posibilidad de alguna
influencia de confusion del tratamiento con corticoesteroides inhalados y agonistas-f32
utilizando periodos apropiados de suspensién de la droga previos a la prueba de la
respuesta al broncodilatador. El tratamiento con corticoesteroides puede incrementar la
capacidad de la linea basal de las vias aéreas y disminuir indirectamente la respuesta del
musculo liso por la disminucion en la inflamacién de las vias. Los agonistas-f2 pueden
resultar en tolerancia y, por lo tanto, atenuar la respuesta del broncodilatador sin importar
el genotipo. Alun cuando se analice por el genotipo y no por el haplotipo, el estudio de
Taylor et al. [76], no logra confirmar que los individuos homocigotos para Argl6
presentaran una respuesta incrementada aguda al broncodilatador en comparaciéon con
los individuos Glyl6. Por lo tanto, parece poco probable que el efecto agudo del
broncodilatador por los agonistas-B2 pudiera predecirse con certeza ya sea por el
genotipo o por el haplotipo de ADRB2.

Algunos hallazgos investigados en los efectos del polimorfismo del B,-adrenoreceptor
(Argl6Gly) en la respuesta a agonistas-f2 han sido por estudios funcionales In Vitro y en
estudios clinicos que han mostrado efectos opuestos en la respuesta cronica a los
agonistas-B2. En contraste, con los hallazgos del estudio financiado por el NIH (Instituto
Nacional de Salud) sobre la respuesta p-adrenérgica del Genotipo [83], apoyo6 los efectos
deletéreos del alelo Argl6 en la respuesta al tratamiento tradicional con albuterol, en
términos de sintomas y funcion pulmonar [84]. Una posible explicacion para estos
resultados contradictorios ha sido propuesta dentro del marco del autodenominado
modelo dinamico [75]. De acuerdo con este modelo, es posible que los alelos (como
Gly16) que estan asociados con un aumento en la “regulacién negativa o downregulation”
por catecolaminas enddégenas puedan ser menos efectivos a la exposicion aguda a
agonistas-f3, exégenos pero relativamente resistentes a los efectos taquifilacticos del uso
frecuente de los agonistas-B,. Los hallazgos originados a partir de Israel [83]y de otros
estudios en ADR2 tienen el potencial de influir significativamente en el uso clinico de los
agonistas- B2 en los pacientes con asma.
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2.9.8. Dosificacion créonica

Gracias a que la principal preocupacién acerca de la seguridad del uso regular de los
agonistas- 2 — particularmente aquellos agentes de accién corta —se han desarrollado
numerosos estudios retrospectivos, y mas recientemente estudios prospectivos a largo
plazo para identificar si los beneficios y/o los efectos adversos estan relacionados con el
genotipo [76].

En el estudio de Sears et al [85], el control del asma se deterior6 con el fenoterol de
inhalacién regular que fue administrado durante 6 meses a 64 individuos en un estudio
cruzado en el que se controlaba el placebo. Posteriormente, después del analisis para los
genotipos de las posiciones 16 y 27, Hancox et al. [86] reportaron un incremento en la
hiperreactividad de las vias aéreas a la metacolina, la cual fue significativa en individuos
Argl6. En una gran estudio retrospectivo realizado por Taylor et el. [79] en el cual se
realizaron comparaciones entre “los que fuera necesarios” y tratamientos regulares con
salbutamol (cada uno administrado por 4 semanas), los resultados clave (flujo maximo
matutino, tasa de exacerbacion del asma) no fueron diferentes entre tratamientos dentro
de toda la poblacion de estudio (n=115). Sin embargo, cuando se estratifican por el
genotipo, emergen diferencias importantes: Los individuos Arg1l6 mostraron una media de
fluip maximo matutino mas baja, y su tasa de exacerbacién casi duplicada con el uso
regular del salbutamol. Independientemente, el requerimiento de tratamiento con
prednisone oral fue también mas elevado en los individuos Argl6 durante el tratamiento
regular con salbutamol. En los heterocigotos y en los homocigotos para Glyl6 no hubo
diferencias significativas entre tratamiento. Es interesante que el promedio de mejoria en
el flujo méximo y la tasa de exacerbacion que ocurrié con el agente salmeterol de larga
accion (comparado con el placebo) fue menor en los individuos Argl6, aunque fueron
mejores que durante el periodo de tratamiento con placebo, sin importar el genotipo.
Posteriores andlisis retrospectivos de los ensayos de SOCS y SLIC [87] han
proporcionado datos que confirman que el genotipo influye fuertemente en la respuesta
clinica con el agonistas-2, salmeterol de larga accién y que los efectos son negativos
[87].

En otros estudios que involucran agonistas-B2 de accion corta, han emergido escenarios
similares con relaciéon a la importancia del genotipo Argl6. En un analisis retrospectivo
conducido por Israel et al. [83], los homocigotos para Argl6é experimentaron un flujo
méximo matutino reducido con el uso regular de salbutamol. Los mismos autores
condujeron un estudio prospectivo aleatorio en el cual los resultados con tratamiento de
agonistas-B2 de accion corta de uso regular y “cuando fuera requerido” fueron
comparados en dos grupos: homocigotos para Arglé y asméaticos Glyl6 [83]. Esto
demostré que en los individuos Argl6 (n=37), el uso regular de salbutamol inhalado por
16 semanas no logré ninguna mejoria en el flujo maximo matutino. En el grupo Gly16,
hubo un incremento significativo (14 L / min; p= 0.018). Cuando se suspendio la terapia, el
flujo méximo se increment6 en el grupo Argl6 pero no cambidé en el grupo Glyl6. Este
patron de resultados es coherente con la respuesta adversa atribuible a la intervencién en
los pacientes Argl6. Las diferencias entre genotipos también se observaron por los
sintomas y los requerimientos para el “alivio” suplementario. Ninguno de los estudios
disponibles ha identificado una relacion entre las variantes de la posicién 27 y las
manifestaciones clinicas durante el tratamiento a largo plazo con agonistas-p2. [83].
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En resumen, la administracion a largo plazo de medicamentos agonistas-B2 de accion
corta estd4 consistentemente asociada con la respuesta adversa en pacientes con el
genotipo Argl6. Para los agonistas- 2 de larga accion, los hallazgos son persuasivos
pero no definitivos. Las implicaciones practicas de estos resultados son ambiguas.
Primero, en el manejo del “asma dificil” caracterizada frecuentemente por el uso excesivo
de medicamentos agonistas-f2 de accion corta, esto puede ser importante para
determinar el genotipo de ADRB2 de un paciente, si la facilidad para realizarlo estuviera
disponible. Si los pacientes son homocigotos para Argl6, entonces esto identificaria una
susceptibilidad particular para un empeoramiento del asma relacionado con el
medicamento, y las estrategias para el tratamiento se podrian adaptar segun el caso.
Segundo, en los ensayos clinicos en los cuales se evallan los agonistas-p2, estratificar la
poblacion de estudio segun el genotipo de ADRB2 seria una consideracién a priori
importante. Aunque esto pueda aumentar significancia el nimero de individuos que
puedan requerirse; minimiza la posibilidad de un sesgo en los resultados por el genotipo
ADRp2 [76].

2.9.9. Tolerancia

La tolerancia a los efectos de los agonistas-f2 es comun, y se desarrolla rapidamente.
Los resultados de los estudios in Vitro han resaltado que la variacién genética de ADRp2
altera la capacidad de los receptores de adaptar su funcién por cualquier mecanismo,
cuando son expuestos continuamente a las drogas agonistas-f2 (como ocurre en la
desensibilizacion o la “regulacién negativa”). Por lo tanto, parece légico asumir que las
diferencias entre los resultados clinicos con agonistas-f2 en relacion con el genotipo
ADRB2 resulten de las diferencias en la predisposicion a desarrollar tolerancia
farmacoldgica. Sin embargo, esto no ha sido comprobado. Existe una evidencia muy
limitada de que la tolerancia es el mecanismo primario para los efectos adversos de los
agonistas-B2, ya sea que estén relacionados o no con el genotipo de ADRB2. En la
publicacion de Israel et al. [84], los cambios en flujo maximo que siguen el comienzo o la
terminacion de un tratamiento con agonistas-f2 sugieren que la tolerancia es un
mecanismo posible, pero la evidencia no es conclusiva de ninguna manera.

De hecho, la relacion entre el genotipo ADRB2 y la tolerancia in Vivo inducida por la
medicacién ha sido sustentada pobremente. Tedricamente, y con base en el modelo
sugerido por Small et al. [80], se puede esperar que la tolerancia ocurra con mas
posibilidad en individuos Argl6 (o Glu-27). Tan et al. [88] evaluaron retrospectivamente el
efecto del tratamiento a corto plazo con formoterol sobre el desarrollo de la tolerancia a
los agonistas-B2 y concluyeron que los mayores grados de tolerancia ocurrieron en
pacientes con el genotipo Glyl6. Esto es consistente con el modelo estético de la
respuesta in vivo de los receptores de ADRB2 con exposicion crénica al medicamento,
mas que con un modelo dinamico[76]. En estudios posteriores, los mismos autores
tampoco lograron confirmar que ni el genotipo de la posicion 16 ni el de la 27 determinan
el desarrollo de la tolerancia. En un estudio prospectivo de Taylor et al. [76], no se
observaron diferencias importantes en la tolerancia entre genotipos. Comparado con el
placebo, el tratamiento regular con salmeterol resultd en tolerancia (medida por el
incremento en FEV; con dosis secuenciales de salbutamol) cuya magnitud no fue
estadisticamente diferente entre los genotipos de la posicién 16. Los numeros fueron
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pequefios; en todo caso, las tendencias fueron hacia grados mas elevados de tolerancia
en los individuos Argl6.

Identificar la influencia de la genética en el comportamiento de la respuesta a los
medicamentos, tiene el potencial de mejorar tanto el uso como la prescripcién de los
mismos. Se ha logrado cierto progreso para los agonistas- 32. La posibilidad bioldgica de
una asociacion entre polimorfismos no-sinébnimos del gen ADRB2 y sus efectos
funcionales ha sido explorada tanto in Vitro como in vivo — particularmente con respecto a
la expresién, desensibilizacién y “regulacién negativa”. Los hallazgos de los estudios in
vitro estan lejos de ser coherentes entre si. Sorprendentemente, los datos de los estudios
clinicos son mucho mas consistentes. La evidencia actual relaciona al polimorfismo Arg16
con la respuesta adversa. En la practica, la disponibilidad de genotipificar pacientes con
asma complicada, especialmente en los que usan frecuentemente agonistas-g2” podria
dar importantes luces al problema. Los homocigotos para Argl6 podrian experimentar
inestabilidad en su asma como consecuencia de su tratamiento con los agonistas-g2 [76].
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3. HIPOTESIS

Los polimorfismos del gen ADRB2 Arg16Gly y GIn27Glu son mas frecuentes en personas
asmaticas que en personas no asmaticas en la poblacién de adultos colombianos.

3.1. Hipotesis Nula

No hay diferencias en la frecuencia de los polimorfismos del gen ADRB2 Arg16Gly y
GIn27Glu en la poblacién adulta asmatica y no asmatica en Colombia.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Determinar si existe asociacion entre los polimorfismos del gen ADRB2, Arg16Gly (A46G)
y GIn27Glu (C79G) y el asma, asma severa y no severa en adultos que asisten al Hospital
Universitario San Ignacio

4.2.  Objetivos Especificos

o Establecer las frecuencias alélicas de los polimorfismos Argl6Gly y GIn27Glu,
y de sus haplotipos en una muestra de poblacién adulta sana y asmética en la
ciudad de Bogota.

o Estimar la asociacion de los polimorfismos del gen ADRB2 Arg16Gly y
GIn27Glu con los diversos grados de severidad segun los cuales se
estratificara el grupo de casos.

o Analizar las frecuencias alélicas obtenidas en la poblacion de estudio en
relacion con las frecuencias alélicas reportadas en la literatura para otras
poblaciones.
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5. METODOLOGIA

5.1. Poblacion de Estudio y Muestra

Con el objetivo de investigar si los polimorfismos del gen ADRB2, Arg16Gly (A46G) vy
GIn27Glu (C79G), constituyen una asociacion con el asma, asma severa y no severa, se
llevd a cabo un estudio de casos y controles apareado, con un tamafio de muestra
poblacional de 70casos y 59 controles, de adultos que asistieron al Hospital Universitario
San Ignacio (HUSI) de la Facultad de Medicina en la Pontificia Universidad Javeriana
ubicada en la ciudad de Bogota, durante el periodo 2006 a 2008.

En el grupo de casos se llevod a cabo una estratificacion segin asma severa y no severa
segun los criterios establecidos por este documento y los controles individuos no
asmaticos que asistieron a la misma institucion.

Los casos y su respectivo control se seleccionaron de acuerdo con los criterios de
inclusiébn y exclusién, e ingresaron al estudio con previa firma del consentimiento
informado.

El tamafio de muestra fue obtenido mediante el programa OpenEpi, Version 2, con la
herramiento tamafio de muestra para estudios de casos y controles, utilizando la siguiente
informacion.

Confiabilidad: 95%

Error tipo 1l (1-B): 80%

Proporcion de controles expuestos: * 50 [39].
Proporcion de casos expuestos: 74,48

OR previsto * 2.918 [91]
Asociacion de casos y controles: 1:1

Obteniéndose un n= 69 casos y 69 controles

5.2. Variables de Estudio

o Frecuencia alélica: Numérica discreta.

e  Frecuencia haplotipica: Numérica discreta.

o Severidad del asma: Discreta ordinal.

o Curva Flujo-Volumen: Continua de razon.

o Edad: Continua categorizada.

o Sexo: Discreta nominal.

o Estrato socioecondmico: Discreta ordinal.

o Uso de medicamentos: Nominal.

e  Tipo de hospitalizacién: Nominal

e  Numero de hospitalizaciones: Numérica discreta
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5.3.

5.3.1

5.3.2.

5.3.3.

Criterios y Definiciones

Casos

Criterios de inclusion

Adultos

Diagnostico previo de asma mediante espirometria, curva flujo-volumen o prueba
de provocacién con Metacolina.

Asma severa persistente se considero aquella que fue clasificada como tal por el
médico tratante o que cumplié con los siguientes criterios [92]: sintomas diarios,
exacerbaciones y sintomas nocturnos frecuentes, hay limitaciones en la actividad
fisica, VEF; 0 FEP < 60% del predicho y variabilidad del VEF; y FEP entre > 30%.
Asma moderada persistente se considero aquella que fue clasificada como tal por
el médico tratante o que cumplié con los siguientes criterios [92]: sintomas diarios,
las exacerbaciones que afectaban la actividad y el suefio, los sintomas nocturnos
se dan mas de una vez a la semana, requierimiento del uso diario de
medicamentos con efecto beta 2 agonista de rapida accion, VEF; o FEP 60-80%
del predicho y variabilidad del VEF, y FEP entre > 30%.

Asma leve persistente se considerara aquella que fue clasificada como tal por el
médico tratante o que cumplia con los siguientes criterios [92]: los sintomas mas
de una vez a la semana pero menos de una vez al dia, las exacerbaciones que
afectaban la actividad y el suefio, los sintomas nocturnos se dan mas de dos
veces al mes, VEF; o FEP > 80% del predicho y variabilidad del VEF; y FEP entre
20-30%.

Asma leve intermitente se considero aquella que sea clasificada como tal por el
médico tratante o que cumpla los siguientes criterios [92]: los sintomas se dan
menos de una vez a la semana, exacerbaciones cortas, los sintomas nocturnos se
dieron menos de dos veces al mes, volumen espiratorio forzado al primer segundo
(VEF,) o flujo espiratorio pico (FEP) > 80% del predicho y variabilidad del VEF; y
FEP < al 20%.

Criterios de exclusion

Factores adicionales que se manifiesten como obstruccion reversible o irreversible
de las vias aéreas como Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica, Insuficiencia
Cardiaca Congestiva (ICC), Bronquiectasias, neoplasias, Enfermedad Pulmonar
Intersticial, edema pulmonar, trauma, eventos aspirativos masivos y reacciones
anafilacticas.

Asma ocupacional, asma inducida por el ejercicio y asma inducida por Aspirina.
Sobrepeso, definido como un indice de masa corporal mayor a 25 Kg/m?.
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¢ Diagnostico de Sindrome coronario o cardiomiopatias.

5.3.4. Controles

5.3.5. Criterios de inclusioén

e Adultos, apareados con cada uno de los casos mediante sexo y edad en un rango
de 5 afios.

5.3.6. Criterios de exclusion

¢ Historia previa de asma o sibilancia, diagnosticada a cualquier edad y de cualquier
severidad.

¢ Historia familiar en primer grado de asma o sibilancia, de cualquier severidad.

e Factores adicionales que se manifiesten como obstruccion reversible o irreversible
de las vias aéreas como Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica, ICC,
Bronquiectasias, neoplasias, Enfermedad Pulmonar Intersticial, edema pulmonar,
trauma, eventos aspirativos masivos y reacciones anafilacticas.

¢ Asma ocupacional, asma inducida por el ejercicio y asma inducida por Aspirina.

e Sobrepeso, definido como un indice de masa corporal mayor a 25 Kg/m?.

e Diagnostico de Sindrome coronario o cardiomiopatias.

5.3.7. Criterios de severidad

Se consider6 asma severa como aquella definida por los criterios dados en el
documento del “Global Initiative for Asthma” [92] para asma severa persistente
tomando en cuenta los criterios de la seccion (5.3.2) de este proyecto. Para el
resto de pacientes asmaticos los que cumplian con las definiciones de asma
moderada persistente, leve persistente y leve intermitente segun criterios del
“Global Initiative for Asthma” [92] y con los criterios que se enuncian en la seccién
(5.3.2) de este documento, se definieron los asmaticos no severos.

5.4. Recoleccién y manejo de la Informacion

5.4.1. Datos demograficos, clinicos y paraclinicos

Se cred una base de datos con su respectivo formato de captura mediante el programa de
Microsoft Acces® con el fin de tomar los siguientes datos: nimero consecutivo, grupo de
estudio, nombres y apellidos, numero de historia clinica, edad, sexo, estrato
socioecondmico, pruebas de funcion pulmonar, hospitalizaciones, uso de medicamentos,
historia familiar y un arbol genealdgico simétrico de tres generaciones (Anexo 1). Estos
datos estan codificados segun el Manual de Codificacion.
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5.5. Trabajo molecular
5.5.1. Obtencion de muestras

A todos los individuos con previa firma del consentimiento informado cuyo numero
consecutivo coincidio con el registro en la base de datos. Se les realiz6 una extraccion de
una muestra de 5ml de sangre periférica, mediante venopuncién recogidas en tubos de
vacio con EDTA como anticoagulante y almacenadas a -20°C hasta el momento de la
extraccion de ADN (Anexo 2).

5.5.2. Extraccion de DNA

Con el Kit Wizard genomic DNA purification (Promega) mediante la técnica de extraccién
salina, a partir de sangre total se realizé la extraccion de ADN de gran calidad, adecuadas
para las reacciones de la PCR. (Anexo 3)

5.5.3. Evaluacion del rendimiento de la extracciéon de ADN

La cantidad y calidad de muestra de ADN extraida puede ser un factor fundamental en el
andlisis genético de los polimorfismos Argl6Glyl6 y GIn27Glu, por lo que una vez
extraidas las muestras se procedié a evaluar la cantidad y calidad de ADN mediante la
determinacion de la absorbancia a 260nm y a 280nm en el espectrofotometro del instituto
de genética Humana de la Universidad Javeriana. La absorbancia fue medida en un
volumen final de 100 uL, tras hacer una dilucién de las muestras al 1/50, mediante la
adicion de 5 ul de la muestra problema a 95 ul de agua destilada. Todas las diluciones se
midieron por duplicado, anotando la absorbancia a 260 nm y la relacion 260/280.

5.5.4. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

A partir de la muestra de ADN obtenida se amplificé la region del gen que codifica para el
receptor B2-adrenergico (ADRB2), en el que se encuentra el polimorfismo del nucledtido
46 generando un cambio de adenina por guanina (A por G), que a nivel de la secuencia
de la proteina produce la sustitucion de una Arginina por una Glicina en el aminoacido 16
(Argl6Gly). La otra variante encontrada en la posicion 79 del gen del receptor p2-
adrenergico es un cambio del nucledtido citosina por guanina (C por G) que resulta en
sustitucién del aminoacido glutamina por acido glutamico en el codén 27. Tabla 2

Con el uso de los primers citados previamente por Martinez et al [81] (cuadro 1).

Sentido: 5’GCCTTCTTGCTGGCACCCCA 3
Antisentido: 5° CAGACGCTCGAACTTGGCCATG 3°

Se logré flanquear la region que incluye los polimorfismos Argl6Gly (G/A) y el
polimorfismo GIn27Glu (C/G). Las bases que aparecen en negrilla son modificadas de la
secuencia reportada, con el objetivo de crear los sitios de restriccion para la enzima de
restriccion Ncol.
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La PCR es una técnica que nos sirvié para la amplificacién in vitro de las secuencias de
ADN especificas, esta técnica se dio en tres etapas;, la primera etapa: la
desnaturalizacion, se generd por las altas temperaturas que separarén las hebras de
ADN; en la segunda etapa, el anillamiento, los primers 0.5Mm, se hibridaron con las
secuencias complementarias en los dos extremos 3° del segmento de ADN. La
amplificacion del molde se dio a una temperatura de 63°C y durante la tercer etapa; de
elongaciéon o extension se logro gracias a: la enzimaTag polimerasa 0.25U (Promega),
MgCI2 0,75uM, los primers usados como molde de las dos hebras de ADN y los cuatro
dNTPs 0.5 yM. La elongacion final del ADN se llevé a cabo a una temperatura de 72
°C.Cuadro 1

La estandarizacion de la PCR se realiz6 de acuerdo a los protocolos y condiciones
experimentales del laboratorio del Instituto de Genética Humana de la Universidad
Javeriana. Este procedimiento se efectud a partir de la muestra 3.0 ul de ADN obtenida.
5.5.5. Visualizacion de los resultados

Los productos de PCR obtenidos fueron analizados por electroforesis en geles
horizontales de agarosa de alta resolucion al 1%. El gel se hizo disolviendo la agarosa en
el TBE 10X en un horno microondas. Una vez enfriada la agarosa, se afiadieron 5ul de
bromuro de etidio y se depositd en la cubeta de electroforesis. El bromuro de etidio actia
intercalandose entre las hebras de ADN, emitiendo fluorescencia al ser iluminado con luz
ultravioleta, lo que permite poner en manifiesto la presencia de acidos nucleicos en el gel
de agarosa. Una vez solidificada la disolucion o el gel a temperatura ambiente, se
procedi6 a cargar la totalidad de los productos de PCR (7 pl). En todos los geles se utilizo,
un marcador de peso molecular para ADN, cuyo patron de bandas oscilaba en un rango
de tamafios de 50 en 50 pb.

La electroforesis se llevé a cabo utilizando como tamp6n TBE 10X a 150 Voltios durante
30 minutos, después de que termino el corrimiento electroforético se coloco el gel en un
transiluminador de luz ultravioleta para hacer la interpretaciéon de los resultados que se
asociaban con posicion de la reaccion de la PCR. Cada carril del gel fue cuidadosamente
examinado para determinar si la amplificacion fue positiva, negativa o no concluyente, en
funcién de los siguientes criterios:1) Se consider6 una amplificacién positiva cuando podia
observarse en los carriles del gel, la banda del tamafio correspondiente a 168pb. 2) La
evaluacion de la presencia de otras bandas de tamafo diferente al esperado. 3) Se tuvo
también en cuenta, cuando la banda problema emitia mas luminosidad que las demas,
esto debia observase con cuidado para descartar una posible contaminacion de méas ADN
en la muestra. Y por dltimo aquellas reacciones en las que no se observaba una buena
luminosidad de la banda problema o era muy tenue, se consideraron como no
concluyentes, con lo que no se dio por valido el resultado y se volvieron a montar para la
amplificacion.
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PROCESO MOLECULAR

A partir de sangre total se realizé la extraccion de DNA con el protocolo del kit de Promega.

4

Se amplifico el gen ADRB2, para las posiciones 46 y 79. Cada reaccion de PCR estuv0o compuesta

CUADRO 1

g

REACTIVO [C Inicial] [Cfinal] VFinal(ul)
Buffer 5X 1X 4.0
MgCl2 25mM 4mM 0.75
dNTPs-Mix 100mM 0.2mM 0.5
Primer Sentido F 100 pM 5 uM 0.5
Primer Antisentido R 100 pM 5uM 0.5
Tag polimerasa(Promega) 5U/ul 1.25U 0.25
DNA 20ng/ul 3
Agua - 12.50
Volumen final de la reaccion 22
Luego de preparada cada reaccion se realizd la PCR de acuerdo al
protocolo para el gen.

4

Protocolo de amplificacién del gen ADRB2 en el termocilcador Biorad

Sentido: 5 GCCTTCTTGCTGGCACCCCAT 3°

Primers Antisentido: 5° CAGACGACTTGGCCATG 3°
Fases Temperatura Tiempo
Denaturacion inicial 95°C 5 minutos
Denaturacién 95°C 30 segundos
35 ciclos - .
Anillamineto 60°C 30 segundos
Extension 72°C 30 segundos
Extension final 72°C 5 minutos
Tamafo del Fragmento 168 Pares de
bases

168pb

(Fotografia 1. Amplificacion del gen ADRB2 por

PCR)

Luego con los productos de la PCR
se realizd una electroforesis en gel
de agarosa al | % (150V-30min) y
se reveldé con Bromuro de Etidio
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5.5.6. Digestion enzimatica de productos amplificados (RFLPs)

El andlisis de RFLPs realizado en los individuos revel6 los cambios en la secuencia de
ADN en el unico exon de la region codificante del gen ADRB2, el primero en el nucleétido
46, en donde hay un cambio de adenina por guanina (A por G), produce la sustitucion de
una arginina por una glicina en el aminoacido 16 Argl6Gly y la variante en el nucleétido
79, que da un cambio de citosina por guanina (C por G), a nivel del amino&cido en la
posicién 27, produce un cambio de glutamina por acido glutdmico (GIn27Glu)

Los primers citados previamente por Martinez et al. [81], en el cebador 5° crean un sitio de
restriccion para Ncol con la aparicién del polimorfismo Glyl6 pero no de Argl6, y el
cebador 3" crea otro sitio de restriccion para la misma enzima la cual digiere ambos
polimorfismos, el cual fue usado como control de digestibn completa. El polimorfismo
Glu27 crea un sitio de restriccién natural para la enzima Bbvl. Ademas de polimorfismos
aislados, también fue posible identificar los haplotipos. Para su correcta interpretacion, se
tuvieron en cuenta los resultados obtenidos en la amplificacién de todos los pocillos
relativos al gen ADRB2.

Tabla 2 Polimorfismos identificados por analisis de RFLP

Exon Region de ADN Cambio Cambio Referencia
nucleoétido aminoécido
1 Codificante Adenina por Argl6Gly Martinez
guanina (A46G) et al[81]
1 Codificante citosina por GIn27Glu
guanina (C79G)

Producto especifico de Arg(R) 16 | l

146 22
I Producto especifico de Gly(G) 16 I l l
128 I 22 18
Producto especifico de GIn(G) 27
2 1
105 I 63
Producto especifico de Glu(E) 27
168

Figura 12 Sitios de restriccion para los polimorfismos del gen ADRB2. (RFLPs).
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Los polimorfismos del gen ADRB2. Argl6(R) Gly16 (G) y GIn27 (G) Glu27 (E). En un fragmento de 168
pares de bases, al digerir con la enzima de restriccion Ncol, se generan dos fragmentos de 146 y 22
pares de bases para el alelo Argl6(R). Para el alelo GIn27 (G), la enzima Bbvl crea un sitio de
restriccion y genera dos fragmentos de 105y 63pares de bases [81].

5.5.7. Presencia del polimorfismo Argl6Gly

El gen que codifica para el receptor 32- adrenérgico tiene un polimorfismo Arg16Gly en la
posicion 46 en la secuencia de ADN, con el fin de indentificar de éste polimorfismo se
realizé un andlisis de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Los primers
utilizados para la amplificacibon de la regién del gen fueron: primers forward 5
GCCTTCTTGCTGGCACCCCAT3 y primer reverso 5° CAGACGCTCGAACTTGGCCA 3.
Se generd la deteccion de los polimorfismos en la posicion 16 con las condiciones de
PCR anteriormente citadas. Las bases que aparecen en negrilla se modificaron de la
secuencia reportada, con el objetivo de crear los sitios de corte para la enzima de
restriccion Ncol. Para evidenciar el polimorfismo se tomarén 6.5ul del producto de la PCR
de 168 pares de bases, con 2 Ul de Ncol en 4ul de 25 mM de acetato de potasio, 10 mM
de Tris acetato (pH 7.9), 5 mM de acetato de magnesio, 0,5 mM DTT y 16.7 mM MgCl,,
todo el contenido se llevd a incubacion a 37° C por 12 horas [93].

5.5.8. Verificacion de genotipos Argl6Gly

La presencia de un genotipo concreto en el locus de los genes ADRB2 que codifica para
el receptor B2-adrenergico, se determind examinando las reacciones relativas a dicho
locus, comprobando que fuesen coherentes y que en ninguna de ellas se hubiese
obtenido un resultado no concluyente.

Para evidenciar los sitios de restriccion de la enzima Ncol del fragmento original de
168pb, los productos de la digestion fueron llevados a una electroforesis en las camaras
Decode y MiniProteam Il de BIO-RAD, segun la estandarizacion en cada caso. La
revelacion de los geles se hizo con la coloracién de plata. De esta forma la digestion
mostrd fragmentos de 146 y 22pb cuando el genotipo es A/A (Argl6Arg), cuando el
genotipo era A/G, Argl6Gly los fragmentos fuerdon 146, 128,22 y 18pb y si era el genotipo
G/G; Gly16Gly los fragmentos eran 128,22 y 18pb. Tabla 1

5.5.9. Presencia del polimorfismo GIn27Glu

El polimorfismo en el gen ADRB2 del receptor 32- adrenérgico GIn27Glu en la posicién 79
en la secuencia de DNA, se genera con los mismos primers anteriormente citados por que
este polimorfismo esta en la misma region codificante de (Arg1l6Gly). Para evidenciar el
polimorfismo se tomaron 6.5yl del producto de la PCR con 2,0 Ul de la enzima Bbvl en 4
pI de 25 mM de NaCl, 5 mM de Tris-HCI (pH 7.9), 5 mM de MgCl,, 0,5 mM DTT. El total
de la muestra se llevo a incubacién a 37° C por 12 horas.Tabla 3

5.5.10. Verificacion de genotipos GIn27Glu

A través de una electroforesis en geles de policrilamida al 12%, tefiidos con bromuro de
etidio y revelados con lampara de luz UV, los productos de la digestion con la enzima
Bbvl, mostr6 que los fragmentos de 105 y 63pb correspondian al genotipo G/G
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(GIn27GIn), los fragmentos de 168, 105 y 63 al genotipo G/C (GIn27Glu) y los fragmentos
de 105 y 63pb al genotipo C/C (Glu27Glu). Tabla 3

Tabla 3 Condiciones para la deteccion de los polimorfismos Arg16Gly y GIn27Glu del ADRB2 (PCR- RFLPs)

Descripcion de las condiciones de la reaccion PCR-RFLP para el analisis de polimorfismos de un solo
nucleétido(SNPs)
SNP Genotipos | Alelos Primers Producto | Tm | Enzimade | Tamafio Fuente
PCR Restriccion | Alelo (pb)
A/A A Martinez
F5-GCCTTCTTGC 168pb | 37°C Ncol A-146, 22 1997
Argl16Gly AlG TGGCACCCCAT-3'
G-128, 22,
GIG G | R5'CAGACGCTCGAA 18
CTTGGCCATG
GIG G |F5-GCCTTCTTGC Martinez
/e TGGCACCCCAT-3' 168pb | 37°C Bvbl G-105,63 1997
GIn27Glu
C/C C |R5-CAGACGCTCG
AACTTGGCCATG-3' C-168

5.6. Andlisis estadistico.

Los resultados fueron analizados por género, edad y estrato socioeconémico. Se realiz6
la estadistica descriptiva para las variables numéricas y categéricas. Con el objetivo de
establecer posibles diferencias en la distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas
entre controles y los distintos grupos clinicos, se utilizo el nivel de significancia estadistica
establecido a P < 0,05.

Para determinar la asociacién polimorfismo enfermedad se utiliz6 un modelo de casos y
controles, donde se consider6 como exposicién positiva la presencia del alelo y como
exposicion negativa la ausencia de éste, la validez de estos resultados se hizo mediante
el calculo de odds ratio (OR). Se realizo el planteamiento de pruebas de hipoétesis con el
fin de determinar si existia asociacion entre las variables y la enfermedad. Se tomé un
nivel de confianza del 95% para evaluar la significancia estadistica. Las pruebas
estadisticas se realizaron con los programas Epidat, version 3.1.
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6. RESULTADOS

6.1. Descripcion demografica de la poblacion

Ciento veintinueve individuos, con una distribucién de 70 controles y 59 controles fueron
escogidos con criterios de exclusién e inclusién, en el Hospital universitario San Ignacio
entre enero del 2006 a enero de 2008, de la ciudad de Bogota (Colombia). La estructura
de los individuos de este estudio se describe en la Tabla 1. Se puede destacar que en
cuanto a la variable de la edad, el rango méas prevalente en ambos grupos estuvo entre
los 36 y 41 afios. En cuanto al género hubo un cierto predominio del sexo femenino
(81/129) en ambos grupos. El estrato social 1 y 2 reflejo una frecuencia mayor en el grupo
de los casos, mientras que en el grupo control hubo una mayor frecuencia de estratos

mayores a 3. (Tabla 4)

Tabla 4 Distribucién de las variables demogréficas de la poblacién estudiada

Caracteristicas de la poblacion segin el género, edad y estrato

Variables
Rango Casos(n=70) Controles(n=59) Total Valor p
de edad

18-23 7(8%) 6(11%) 13(100%) 0.9267

24-29 6(10%) 7(13%) 13(100%)

30-35 7(11%) 3(7%) 10(100%)

36-41 12(19%) 11(20%) 23(100%)

42-47 6(10%) 6(11%) 12(100%)

48 - 53; 9(14%) 6(9%) 15(100%)

54 — 59 6(10%) 5(9%) 11(100%)

>60 12(18%) 12(20%) 24(100%)

Total 65(100%) 56(100%) 121(100%)

Género

Femenino 44(64%) 39(65%) 81(100%) 0.9322

Masculino 26(36%) 20(35%) 46(100%)

Total 70(100%) 59(100%) 129(100%)

Estrato social

(1-2) 54(77%) 2(4%) 53(100%) <0,001

>3 14(23% 55(96% 68(100%)

Total 68(100%) 57(100%) 121(100%)
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6.2. Descripcidn de las caracteristicas clinicas de los individuos asmaticos.

El grupo de individuos con asma estuvo constituido por 70 individuos, en los cuales se
valoré la gravedad del asma segun los criterios de GINA [92] la distribucion de los
diferentes criterios de este grupo se muestra en la Tabla 5.

De acuerdo con el diagndstico de asma segun los sintomas del paciente, se observé una
mayor prevalencia de pacientes que tenian asma severa persistente 39/70 individuos con
un porcentaje del (51%) sobre el total del grupo. En el grupo de estudio la mayoria de los
pacientes 43/70 que represento un total del (60%), presentaban asma severa. En este
estudio se tomd en cuenta la lista de medicamentos que estaban usando los pacientes
asmaticos, la distribucién de los farmacos antiasmaticos entre los pacientes presento
una mayor frecuencia de B-Agonistas de corta accioén (SABA), 64/70(35%) y también del
uso frecuente de Corticoesteroides 63/70 (33%). En cuanto a la asistencia clinica de estos
pacientes se observo una alta relevancia en el servicio de urgencias, con un total de 923
ingresos. Por otro lado el factor de antecedentes familiares para el asma, estimé que 40
individuos de los 70 tenian historia familiar positiva para la enfermedad.

Tabla 5 Caracteristicas de los individuas asmaticos en el estudio

Pacientes asmaticos de este estudio(n=70)

Diagndstico de asma Total
severa persistente 39(51%)
moderada persistente 19(30%)
Leve persistente 8(11%)
Leve intermitente 4(6%)
Total 70(100%)
Grupo de estudio

Asma severa 43(60%)
Asma no severa 27(40%)
Total 70(100%)
Tratamiento

B-Agonistas de corta accion 64(35%)
B-Agonistas de larga accion 16(8%)
Corticoesteroides 63(33%)
Anticolinergicos 23(23%)
Antileucotrienos 3(3%)
Teofilina 16(9%)
Total 185(100%
Asistencia Cinica

Medicina interna 498
Urgencias 923
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6.3. Descripcién de resultados moleculares

1(A/G) 2(A/G) 3(PM) 4(Control) 5(A/A) 6(G/G) 7(A/A)

Figura 13 Electroforesis de la amplificacion y corte del segmento correspondiente al polimorfismo Arg16Gly del
gen ADRB2 con la enzima Ncol

Identificacién de los polimorfismos Argl6Gly en asmaticos seleccionados. Homocigotos
para Arginina 16 lineas 5 y 7. Homocigoto para Glicina 16, linea 6 y los heterocigotos para
el polimorfismo Arg16Gly lineas 1,2y 6.

™ 105pb

3(PM) 4(Control) 5(-)

Figura 14 Electroforesis de la amplificacion y corte del segmento correspondiente al polimorfismo GIn27Glu del
gen ADRB2 con la enzima Bbvl.

El producto amplificado de ADRB2 produce una banda de 168pb. Heterocigoto para el
polimorfismo GIn27Glu, lineas 1.Homocigoto para Glu27 linea 2 y Homocigoto para GIn27
linea 6.
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6.4. Presencia del Polimorfismo Arg16Gly del ADRB2.

De los aislamientos realizados en el grupo de los casos se encontro la distribucion de los
genotipos de la siguiente forma: el cambio en estado heterocigoto A/G(Argl16Gly), se dio
en 38 individuos, 2 para el genotipo G/G(Gly16Gly) y 30 para el genotipo A/A(Argl6Arg),
las frecuencias genotipicas encontradas fueron 0.45 para el genotipo A/A(Argl16Arg), 0.54
para el genotipo A/G (Argl6Gly) y 0.03 para el genotipo G/G(Gly16Gly) , la frecuencia del
alelo G (Gly16) fue del 0.30 y la frecuencia del alelo A (Arg16) del 0.70. Por otro lado en el
grupo control, se encontraron 34 individuos para el polimorfismo A/G y 25 individuos para
el genotipo A/A, las frecuencias genotipicas encontradas para este grupo fueron: 0.58
para el genotipo A/G y 0.42 para el genotipo A/A, en grupo control no hubo ningun
individuo para el genotipo G/G, en cuanto a la frecuencia alélica del polimorfismo de este
grupo, se mostré que la frecuencia del alelo A fue del 0.71 y la del alelo G fue del 0.29
como se muestra Tabla 6.

6.5. Presencia del polimorfismo GIn27Glu del ADRB2

De los aislamientos analizados en el grupo de estudio, se encontré la distribucion de los
genotipos del polimorfismo GIn27Glu. Para el grupo de los casos la distribucion fue de la
siguiente forma: el polimorfismo C/G (GIn27Glu) se dio en 44 individuos, el genotipo G/G
(Glu27Glu), en 7 individuos y el genotipo C/C (GIn27GIn) en 19, las frecuencias
genotipicas encontradas fueron 10% para el genotipo G/G, 0.63 para el genotipo C/G y
0.27 para el genotipo C/C, la frecuencia del alelo G (Glu27) fue del 0.41 y la frecuencia del
alelo C (GIn27) fue 0.59. Para el grupo control se encontraron 29 individuos para el
polimorfismo C/G, 3 individuos para el genotipo G/G y 27 individuos para el genotipo C/C,
las frecuencias genotipicas encontradas fueron 0.49 para el genotipo C/G, 0.05 para el
genotipo G/G, y para el genotipo C/C, 0.46, la frecuencia del alelo G (Glu27) fue del 0.30
y la del alelo C (GIn27) fue 0.70%, como se muestra en la tabla 7.

6.6. Estimacion del equilibrio de Hardy-Weinberg

La poblacién de este estudio no se encuentraba en equilibrio de Hardy-Weinberg, debido
a que se estima que un valor de p menor de 0,05 indica desequilibrio y como para el
polimorfismo Argl6Gly en el grupo de los casos el valor de p fue 0,014 y para el grupo
control 0,0019, se estimo que ambos grupos estaban en desequilibrio. En cuanto al
polimorfismo GIn27Glu el valor de p para el grupo de los casos fue 0,013 y para el grupo
control de 0.17, pese a esto, los resultados indicaron que ambas poblaciones no diferian
significativamente en sus frecuencias alélicas y genotipicas Dichas estimaciénes fueron
realizadas por el programa Genepop version 3.4 por el metodo cadenas de Markov,
respectivamente para cada grupo de individuos y para cada polimorfismo.
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6.6.1. Inferencias de los polimorfismos Gly16 y Glu27

Para los polimorfismos Gly16 y Glu27 del gen ADRPB2, se estudiaron los 4 alelos
correspondientes a estos dos polimorfismos. Al analizar los resultados para el alelo Arg16
se encontrd que era mas frecuente que el alelo Glyl6, tanto para el grupo de los casos
como para el grupo control. Por otro lado, en cuanto al alelo GIn27, se observd que
presentaba una mayor frecuencia en comparacion con el alelo Glu27, tanto en el grupo de
casos como en el grupo control. En este andlisis no se evidencio una variacion en la
frecuencia alélica, a pesar de tener un nimero mas bajo de individuos en el grupo control.
Con respecto a la distribucién de las frecuencias genotipicas de los polimorfismos
Argl6Gly y GIn27Glu, no se encontraron diferencias significativas en los asméticos y el
grupo control. Tabla 6y 7

Tabla 6 Distribucién del polimorfismo Arg16Gly16 en la poblacién asméatica y no asmatica

Polimorfismo Argl6Gly del B, -adrenoreceptor
Frecuencias genotipicas y alélicas observadas en el grupo de casos y controles
Casos(n=70)/ | controles(n=59)/
Polimorfismo Alelos y Genotipos Frecuencia Frecuencia
Argl16Gly Alelo A Argl6 98/(0.70) 84/(0.71)
G Gly16 42/(0.30) 34/(0.29)
Genotipo | A/A Argl6Arg 30/(0.43) 25/(0.42)
AIG Argl6Gly 38/(0.54) 34/(0.58)
G/G Gly16Gly 2/(0.03) 0
HW p=0,014 p =0,0019
Chi-Squared X°=5.9 X*=9.6

*HW: equilibrio de Hardy Weinberg.
Valor de p con nivel de confianza del 95% para equilibrio de Hardy Weinberg, p<0,05 indica desequilibrio de
Hardy Weinberg.

Tabla 7 Distribucion del polimorfismo GIn27Glu en la poblacion asmatica y no asmatica.

Polimorfismo GIn27Glu del B, drenoreceptorFrecuencias genotipicas y alélicas
observadas en el grupo de casos y controles
Polimorfismo Alelos y Genotipos Casos(n=70)/ | Controles(n=59)/F
Frecuencia recuencia
GIn27Glu Alelo C GIn27 82/(0.59) 83/(0.70)
G Glu27 58/(0.41) 35/(0.30)
Genotipo | C/C GIn27GIn 19/(0.27) 27/(0.46)
C/G GIn27Glu 44/(0.63) 29/(0.49)
G/G Glu27Glu 7/(0.10) 3/(0.05)
HW p=0.013 p=0.17
Chi-Squared X“=6.1 X“=1.8

*HW: equilibrio de Hardy Weinberg.
Valor de p con nivel de confianza del 95% para equilibrio de Hardy Weinberg, p<0,05 indica desequilibrio de
Hardy Weinberg.
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6.7. Frecuencias alélicas y genotipicas del ADRB2 en otras poblaciones

Existe una considerable variacién en las frecuencias de alelos y genotipos del gen que
codifica para el B,-adrenoreceptor ADRB2, entre los diferentes grupos étnicos, como se
observa en la tabla 7. En esté estudio se puso en evidencia las variantes alélicas del gen
ADRPB2 en una poblacion adulta de la ciudad de Bogota, en la cual es prevalente el
mestizo con ancestros de blanco espafiol, negro africano e indigena americano;
consecuentemente, se esperaba encontrar una distribucién alélica correspondiente con
nuestro origen tri-étnico. No obstante las distribuciones de los alelos y genotipos para los
polimorfismos Glyl6 y GIn27, se sitlan cercanos a una poblacion de este mismo Palis,
Pereira. En cuanto a los polimorfismos Argl6Gly se evidencia una baja frecuencia de
homocigotos para Glyl6, en comparacion con otros grupos étnicos reportados.(Tabla 8,9)

Tabla 8 Poblaciones en las cuales han sido reportadas las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo
Arg16Gly en adultos sin asma.

Poblacion Argl6Arg  ArgléeGly @ Gly/Gly @ Argl6 Gly16
México [68] 17% 52% 31% 43% 57%
Colombia Pereira [94] 46% 47.4% 6.6% 69.7% | 30.3%,
Colombia 42% 58% 0% 71% 29%
Bogota(estudio actual)
caucasico 15% 46% 39% 38% 62%
americano[95]
caucasico europeo[95] | 27% 38% 35% 46% 54%
Afroamericanos[95] 24% 50% 26% 49% 51%
chinos [95] 36% 46% 18% 59% 41%

Tabla 9 Grupos étnicos en los cuales han sido reportadas las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo
GIn27Glu.

Poblacién GIn27GIn  GIn27GIlu  Glu27Glu = GIn27 Glu27
México [68] 64% 33% 3% 80% 20%
Colombia Pereira [94] | 44,7% 48,2% 7,1% 68,8% | 31,2%
Colombia 46% 49% 5% 70% 30%
Bogota(estudio actual)

caucasico 32% 53% 15% 58% 42%
Americano[95]

caucasico Europeo[95] @ 46% 39% 15% 65% 35%
Afroamericanos[95] 63% 32% 5% 79% 21%
Chinos[95] 86% 14% 0 93% 7%
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6.8.  Asociacion de las frecuencias alélicas de los polimorfismos Argl6Gly y
GIn27Glu entre casos y controles.

El objetivo de este trabajo se basé en establecer si habia o no diferencias en las
frecuencias de los polimorfismos del gen ADRB2, Gly16 y Glu27 en la poblacién adulta
asméatica y no asmatica en Colombia. Basandose en esta hipétesis, el problema fue
decidir acerca de la validez de las diferencias si las habia, tomando como base los
resultados experimentales.

La tabla 10 resume las frecuencias de los alelos identificados en los andlisis de RFLPs en
los casos y controles para los polimorfismos Argl6 y Glyl6. Los datos de esta correlacion
sugirieron que en el caso de Argl6, este alelo tuvo una frecuencia mayor que el alelo
Glyl6, tanto en los controles como en los casos. En cuanto al alelo GIn27, esté mostro
también una mayor frecuencia en relacién con el alelo Glu27 en ambos grupos.

El resultado para establecer una asociacién estadistica entre el polimorfismo Glyl6 se
basé en estimar la razén de las prevalencias o odds ratio (OR), cuyo valor fue de 1.0
(intervalo de confianza, IC 95%: [0,61-1,8]). Para el polimorfismo Glu27 el OR calculado
fue 1.6, IC 95%: [0,99-2,8], indicando que no habia una asociacién entre el antecedente y
la enfermedad. En este enfoque se tuvo en cuenta que el valor de 1 estuvo dentro del
intervalo, lo que generd el rechazo de la hipotesis de asociacion. Finalmente, la
significancia estadistica, para Glyl6 se resumié con el valor de p= 0.04, lo que sefial6 la
falta de asociacion entre la frecuencia alélica y la enfermedad.

Tabla 10 Asociacién de las Frecuencias alélicas de los polimorfismos Argl6Gly y GIn27Glu entre casos y controles.

Alelo casos(70) controles(59) Estadistico OR
IC (95,0%)
Argl6 98(70%) 84(70%) OR:1.0
1.C=(0,61-1,8)
Gly16 42(30%) 34(30%) valor p: 0,83
GIn27 82(61%) 83(70%) OR:1.6
1.C=(0,99-2,8)
Glu27 58(39%) 35(30%) valor de p: 0,04

6.9. Asociacion de las frecuencias Genotipicas del polimorfismo Argl6Gly
del ADRB2, entre casos y controles.

Al determinar la correlacion entre los genotipos del polimorfismo Arg16Gly entre los casos
y controles, no fue posible establecer una relacién entre el polimorfismo y el asma. Para
determinar la asociacion de estos datos se calcul6 el valor del O.R que en este caso fue
0.4 (IC 95%: [0.4; 1.7]), indicando asi que no habia asociacion entre el Genotipo y la
enfermedad, debido a que el extremo inferior del intervalo estaba por debajo de 1,
generando asi el rechazo de la hipétesis de asociacion. En cuanto al valor de p para este
andlisis, esté fue superior a un 5% (p=0,41), sefialando aun mas la falta de asociacion
entre la enfermedad y el genotipo. En la tabla 11 se observa una mayor frecuencia del
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genotipo Argl6Gly tanto en casos como en controles, en comparacién con los demas

genotipos.
Tabla 11 Asociacién del polimorfismo Argl6Gly entre casos y controles.

Genotipo Casos(70) Controles(59) Estadistico OR, IC
(95,0%)
Argl6Arg 30(47%) 25(41%)
OR=0,8
Argl6Gly 38(50%) 34(59%) 1.C=(0,4-1,7)
Valor de p=0,41
Gly16Gly 2(3%) (0%)

6.10. Asociacion de las Frecuencias Genotipicas del polimorfismo GIn27Glu
del ADRB2, entre casos y controles.

Al correlacionar la frecuencia del polimorfismo GIn27Glu como se muestra en la tabla 12
en el grupo de casos y controles, se observd una mayor frecuencia del genotipo
GIn27Glu, en ambos grupos, pero considerando que el valor del OR para este analisis fue
de 1.7, (IC95%: [0.8-3.5]) y que el valor de p fue de 0.08, se determiné que los individuos
en cuestion que tenian el polimorfismo GIn27Glu27 no tenian asociacién con el asma,
debido a que el intervalo de confianza (I.C) pasé por 1 y que el valor de p no fue
estadisticamente significativo.

Tabla 12 Asociacién del polimorfismo GIn27Glu entre casos y controles.

Genotipo Casos(70) Controles(59) Estadistico OR, IC
(95,0%)

GIn27GlIn 19(27%) 27(46%)

GIn27Glu 44(63%) 29(49%) OR=1.7,IC:(0.8-3.5)

Valor de p=0,08

Glu27Glu 7(10%) 3(5%)

6.11. Distribucion Alelo- haplotipo en casos con asma

Los polimorfismos Argl6Gly (A46G) y GIn27Glu (C79G) estan localizados en el mismo
gen y el mismo exdn son relativamente proximos entre si, y a los alelos que se transmiten
conjuntamente se les denomina haplotipos; fue necesario estimar la frecuecia de los
Haplotipos entre los individuos afectados y no afectados.

Para analizar estos datos consideramos los dos loci: el locus 1 con los dos alelos Argl6 y
Gly16 y el locus 2 con los alelos GIn27 y Glu27 (Tablal3). Esto mostro que en locus 1, el
alelo Argl6 estaba presente en el 70% de los cromosomas en la poblacién de los
pacientes y el aleo Gly16 en el 30%. En el locus 2, el alelo GIn27 estuvo presente en el
59% de los cromosomas y el alelo Glu27 en el 41%. De amanera analoga, los dos
haplotipos que contenian el alelo Argl6, Argl6GIn27 y Argl6Glu27, tuvieron fecuencias
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del 87% y 47% respectivamente. Los haplotipos que contenian el alelo Glyl6, Glyl6
GIn27 y Glyl6 Glu27 tuvieron frecuencias del 13% y 53% respectivamente. Por
consiguiente, pudimos deducir que los haplotipos mas fecuentes de esta poblacion fueron
Argl6 GIn27 (142/87%) y Gly16 Glu27 (62/53%).

Tabla 13 Distribucion Alelo- haplotipo en casos con asma

Locus 1 Alelo Argl16 Alelo Gly16 Total
Loc
Alelo GIn27 Argl6 GIn27 Glyl16 GIn27 164(59%)
142(87%) 22(13%)
Alelo Glu27 Argl6 Glu27 Gly16 Glu27 116(41%)
54(47%) 62(53%)
Total Alelos 196(70%) 84(30%) 280(100%)

6.12. Distribucion Alelo- haplotipo en controles

Para este caso igual que el anterior se realiz6 un analisis comparativo de las variantes
alélicas Argl6, Glyl6, GIn27 y Glu27 en su conformacion haplotipica, en todos los
portadores Demostrando también que en el grupo de individuos no asmaéticos, los
haplotipos mas fecuentes fueron Argl6GIn27 (132/80%) y Gly16Glu27 (34/49%). (Tabla
14)

Tabla 14 Distribucion Alelo- haplotipo en controles

ocus 1 Alelo Arg16 AleloGly16 Total
Locu
AleloGIn27 Arg16GIn27 Gly16GIn27 166(70%)
132(80%) 34(20%)
AleloGlu27 Arg16Glu27 Gly16Glu27 70(30%)
36(51%) 34(49%)
Total 168 (71%) 68(29%) 236(100%)

6.12.1. Relacion de haplotipos entre casos y controles

Para este punto se realizé un andlisis comparativo de los haplotipos Argl16GIn27,
Argl6Glu27, Gly16GIn27 y Gly16Glu27 entre los casos y controles. En la composicion de la
muestra se observd que el haplotipo mas frecuente fue Argl6GIn27, debido a que se
encontré en el 51% de los casos y en el 56% de los controles. Por otro lado, se encontrd
que el haplotipo Gly16GIn27 fue el menos frecuente en comparacion con los 3 haplotipos
restantes.

El valor estadistico comun para todos los niveles (Arg16GIn27, Argl6Glu27, Glyl6GIn27,
Gly16Glu27), fue menor a 0,05 (p=0,011), lo que sefialo que habia una diferencia entre
alguno de los diferentes niveles de exposicion (Haplotipos) entre los casos y controles.

Debido a esto se cuantificd el grado de relacion existente entre alguna de las variables.
De esta manera se evidencio que los haplotipos Glyl6GIn27 y Glyl6Glu27 diferian
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significativamente, ya que se encontrd que el haplotipo Gly16Glu27, era mas frecuente en
el grupo de los casos con un 22% en comparacion con los controles que tuvo una
frecuencia del 14%. EIl resultado de este andlisis mostro un odds ratio de 1.69 (IC
95%:[1,04;2,7]), indicando por lo tanto, una asociacién entre el antecedente ( haplotipo:
Gly16Glu27) y la enfermedad (asma).(Tablal5)

Tabla 15 Relacion de haplotipo entre casos y controles

Haplotipo Casos(70) Controles(59) Estadistico OR, IC
(95,0%)

Argl6GIn27 142(51%) 132(56%) Referencia

Argl6Glu27 54(19%) 36(16%) OR:1,39 (IC 95%:
[0,85;2,2])

Gly16GIn27 22(8%) 34(14%) OR:0,60 (IC 95%:
[0,3;1,08])

Gly16Glu27 62(22%) 34(14%) OR:1,69 (IC 95%:
[1,04;2,7])

Total 280(100%) 236(100%) Valor de p=0,011

6.12.2. Relacion de haplotipos por genotipos de los polimorfismos Glyl6 y
Glu27 del ADRB2 entre casos y controles.

Los haplotipos mas representativos en los dos grupos evaluados fueron
Argl6Gly/GIn27Glu (28/21%) y Argl6Gly/GIn27GIn (42/32%), respectivamente. (Tabla
16). El valor estadistico para este andlisis fue igual a 0.38, lo que significé que el genotipo
no tenia capacidad predictiva sobre ninguno de los dos grupos.

Tabla 16 Relacién de Haplotipos del B2 -adrenoreceptor entre casos y controles

Genotipos Casos(n=70) | Controles(n=59) Total
Arg16ArgGIn27GIn 11(9%) 10(8%) 21(17%)
Arg16GlyGIn27GIn 10(9%) 17(12%) 28(21%)
Arg1l6ArgGIn27Glu 16(12%) 12(8%) 28(20%)
Arg16GlyGIn27Glu 25(19%) 17(13%) 42(32%)
Gly16GlyGIn27Glu 2(2%) 0 2(2%)
Arg16ArgGlu27Glu 3(2%) 2(2%) 4(4%)
Arg16GlyGlu27Glu 3(3%) 1(1%) 4(4%)

Total 70(56%) 59(45%) 129(100%)

Valor de p=0.38
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6.12.3. Analisis de haplotipos del ADRB2 en la poblacion de afectados.

En la tabla 17, se observan los resultados de la distribucion de los haplotipos realizado en
70 individuos no emparentados de la ciudad de Bogotd cada haplotipo presenta en la
poblacion la frecuencia que seria esperada simplemente basandose en la frecuencia de
los alelos en los loci que conforman el haplotipo. Como se puede observar para las
variantes Arg16Gly y GIn27Glu del ADRB2,el nimero de haplotipos 0 combinaciones que
se pueden obtener son 9, pero para esta poblacién se encontraron 7 y sélo 2 haplotipos
se encontraron con mayor frecuencia; entre los cuales el mas comuan fue Argl6
Gly16/GIn27Glu 25(36%), seguido de Argl6Arg/GIn27Glu 16(23%) respectivamente.

Tabla 17 Distribucién de los genotipos de las variantes Gly16 y Glu27 en el grupo de los casos.

iante genética GIn27GIn GIn27Glu Glu27Glu Total
SNP2
SNP1
Arg16Arg 11(16%) 16(23%) 3(4%) 30(43%)
Arg16Gly 10(14%) 25(36%) 3(5%) 38(54%)
Gly16Gly 0 2(3%) 0 2(3%)
Total 21(30%) 13(61%) 6(9%) 70(100%)

6.12.4. Relacién de los alelos Arg16-Gly16 y el fenotipo

Para determinar si habia una relacion con la frecuencia de los alelos Arg16 y Gly16 en los
individuos afectados con asma severa (n=43) y no severa (n=27), se realizd una tabla en
donde se relacionaba el fenotipo con las dos variantes, pero los valores estadisticos para
este analisis indicaron la falta de relacion entre los alelos y la severidad del asma, debido
a que el valor de p fue 0.30 (>0.05). Tabla 18

Tabla 18 Distribucién de las frecuencias alelos Argl6 y Gly16 en individuos con asma severay no severa.

Grupo de estudio Alelo Arg16 Alelo Gly16 Total
Asma severa 62(72%) 24(28%) 86(61%)
Asma no severa 36(67%) 18(33%) 54(39%)
Total 98(70%) 42(30%) 140(100%)

Valor de p= 0,30

6.13. Relacion de los alelos GIn27-Glu27 y el fenotipo

El andlisis de la distribucion de los alelos Glu27 y GIn27 de acuerdo al fenotipo, muestra
que el alelo mas frecuente fue GIn27 dentro del grupo de individuos que presentaron
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asma severa. El valor de p, para este analisis fue 0.22 (>0.05), lo que indicé que no habia
diferencias apreciables entre los fenotipos y los alelos. (Tabla 19)

Tabla 19 Distribucién de las frecuencias alelos GIn27 y Glu27en individuos con asma severay no severa.

Fenotipo Alelo GIn27 Alelo Glu27 Total
Asma severa 53(62%) 33(38%) 86(62%)
Asma no severa 29(54%) 25(46%) 54(38%)
Total 82(59%) 58(41%) 140(100%)

Valor de p=0,22

6.14. Relacion entre el fenotipo y el polimorfismo Argl16Gly

La relacion del polimorfismo Argl6Gly entre casos de asma severa (n=43) y no severa
(n=27), mostré6 que méas de la mitad de los individuos tenian la variante Argl6Gly
30(43%), en comparacion con las demas. El valor de estadistico para ente analisis fue p=
0.71, lo que significd que el polimorfismo Argl6Gly no tenia relacion con el fenotipo de
severidad. (Tabla 20)

Tabla 20 Distribucion del polimorfismo Arg16Gly de acuerdo al fenotipo de severidad

fenotipos Argl6Arg Argl6Gly Gly16Gly Total
Asma severa 20(29%) 22(31%) 1(1%) 43(61%)
Asma no severa 10(14%) 16(23%) 1(1%) 27(38%)
Total 30(43%) 38(54%) 2(3%) | 70(100%)

Valor de p=0,71

6.15. Relacion entre el fenotipo y el polimorfismo GIn27Glu

Este analisis se realizé para conocer cual era el genotipo mas frecuente de acuerdo al
fenotipo, para lo cual se dicotomizé en severidad y no severidad (Tabla 21). En general el
genotipo GIn27Glu fue el méas frecuente en ambos grupos, pero se destaco principalmente
en los sujetos que tenian asma severa (23/43). El valor de estadistico para ente analisis
fue de p= 0.11, lo que significé que no habia diferencia significativa entre los genotipos y
los fenotipos de severidad.
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Tabla 21 Distribucién del polimorfismo GIn27Glu de acuerdo al fenotipo de severidad

fenotipos GIn27GlIn GIn27Glu Glu27Glu | Total
Asma severa 15(21%) 23(33%) 5(7%) 43(62%)
Asma no severa 4(6%) 21(30%) 2(3%) 27(38%)
Total 19(27%) 44(63%) 7(10%) | 70(100%)

Valor de p=0,11

6.16. Distribucion Alelo-haplotipo-Fenotipo de severidad

Los dos loci para los polimorfismos Argl6Gly y GIn27Glu estan estrechamente ligados
entre si, lo que quiere decir que estan en desequilibrio de ligamiento. Esto siginifica que
cuando uno de los alelos esta presente en el haplotipo, el otro también tiene la
probabilidad aumentada de estar presente dentro de este haplotipo y de esta manera
influir o modificar el fenotipo de la enfermedad. En cuanto a esto se encontraron 4
combinaciones en los individuos con asma severa en este estudio. La combinacion mas
frecuente para este grupo fue Argl6GIn27 presentdndose en un 87% (92/106)
respectivamente, los 3 haplotipos restantes tuvieron una fecuencia menor. (Tabla 22)

Tabla 22 Distribucién de alelos y Haplotipos de acuerdo al fenotipo de severidad

ocus 1 Alelo Arg16 Alelo Gly16 Total
Locu
Alelo GIn27 Argl6GIn27 Gly16GIn27 106(62%)
92(87%) 14(13%)
Alelo Glu27 Argl16Glu27 Gly16Glu27 66(38%)
32(48%) 34(52%)
Total alelos 124(72%) 48(28%) 172(100%)

6.16.1. Distribucion Alelo-haplotipo-Fenotipo de no severidad

Este andlisis se realiz6 para conocer cudl era el alelo y haplotipo mas frecuente en este
grupo, demostrando asi, que mas de la mitad de los individuos con asma no severa,
tenian el alelo Argl6. En cuanto al haplotipo Arg16GIn27 esté fue el méas frecuente en
comparacion con Gly16Glu27 que fue el que presentdé menor frecuencia. (Tabla 23)

Tabla 23 Distribucion de alelos y Haplotipos de acuerdo al fenotipo de no severidad

ocus 1 Alelo Argl16 Alelo Gly16 Total
Loc
Alelo GIn27 Argl6 GIn27 Gly16 GIn27 58(54%)
50(86%) 8(14%)
Alelo Glu27 Argl6 Glu27 Gly16 Glu27 50(46%)
22(44%) 28(56%)
Total alelos 72(67%) 36(33%) 108(100%)
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6.17.

Relacién haplotipo-Fenotipo

Para analizar el patrén de distribucién de los haplotipos de acuerdo a los dos fenotipos
severa y no severa, se realizo una tabla incluyendo los 4 haplotipos que eran comunes en
la poblacién, pero como se puede observar en la tabla 24, la frecuencia de cada haplotipo
fue similar en ambos grupos. Lo que, en otras palabras, indico que no habia un patrén de
distribucién de los haplotipos con respecto a los fenotipos. Esto significa que el haplotipo
no tiene capacidad predictiva sobre el fenotipo asmatico. Ademas el valor de p para estos
datos estuvo por arriba de 0,05 (p=0,57) lo que sefialo aun mas la falta de relacion entre
el haplotipos y el fenotipo. Sin embargo, el andlisis de de la distribucion mostré que el
haplotipo mas frecuente fue Arg16GIn27 en ambos grupos.

Tabla 24 Relacién haplotipo-Fenotipo

Fenotipos Argl6GIn27 | Argl6Glu27 | Gly16GIn27 Gly16Glu27 Total
Severa 92(53%) 32(19%) 14(8%) 34(20%) 172(100%
No severa 50(46%) 22(20%) 8(7%) 28(26%) 108(100%)

Valor de p=0, 57

6.17.1. Distribucién Haplotipo-fenotipo en el gen ADRB2

La combinacién de los polimorfismos estudiados, encontr6 que la mas frecuente fue
Argl6GlyGIn27Glu 37% (26/70), proveniente de 13 casos que referian haber tenido asma
severa persistente. La distribucién de individuos segun el diagnéstico para el resto de los
Haplotipos se puede observar en la tabla 25.

El valor de estadistico para ente analisis fue de 0.97, lo que significé que el Haplotipo no
tenia capacidad predictiva sobre el tipo de diagnéstico.

Tabla 25 Distribucion de Haplotipos de acuerdo al grado de severidad.

Haplotipos Severa Moderada Leve Leve Total
Persistente Persistente Persistente intermitente
Argl6ArgGIn27GIn 6(9%) 4(6%) 0 0 10(14%)
Argl6ArgGIn27Glu 9(13%) 5(7%) 2(4%) 1(1%) 17(24%)
Arg16GlyGIn27Glu 13(19%) 6(10%) 4(6%) 2(3%) 25(37%)
Arg16GlyGIn27GIn 5(8%) 2(1%) 1(1%) 1(1%) 9(11%)
Arg16ArgGlu27Glu 2(3%) 1(1%) 0 0 3(4%)
Arg16GlyGlu27Glu 3(5%) 0 1(1%) 0 4(6%)
Gly16GlyGIn27Glu 1(1%) 1(1%) 0 0 2(2%)
Total 39(56%) 19(27%) 8(11%) 4(6%) 70

Valor de p=0.97
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7. DISCUSION

De los receptores [B-adrenérgicos, el gen ADRB2 (5931-32) que codifica para el (2-
Adrenoreceptor ha sido el més investigado en estudios genéticos del asma, esto se basa
en el hecho de limitar la busqueda a genes que, como este, estén localizados en areas
cromosdémicas ligadas al asma. Cuatro de los nueve polimorfismos reportados para este
gen resultan en sustituciones de aminodacidos en las posiciones 16, 27, 34 y 164, que con
excepcion del 34, todos alteran la funcion del receptor [75]. Al parecer, estos
polimorfismos funcionales modifican el fenotipo de la enfermedad. Por lo tanto, se ha
propuesto que variaciones en la secuencia de este gen tienen una contribucién diferencial
en la enfermedad entre las poblaciones y aln entre los individuos [54]; también se ha
observado una asociacion importante con la respuesta al tratamiento y con la gravedad de
la misma [17]. Los polimorfismos del B2-adrenoreceptor ADRB2, también se ha
relacionado con otros fenotipos asociados con la entidad como hiperreactividad bronquial,
[66], y tanto el polimorfismo Glyl6 como el GIn27 se han relacionado con susceptibilidad
al asma [49, 61, 62], sin embargo, otros reportes no han encontrado dicha correlacion.
Entre tanto, algunos estudios in vitro han demostrado que los polimorfismos del ADR[32
pueden alterar el proceso de la transduccion de sefales de este receptor, evidenciado
porque los dos polimorfismos han sido asociados con alteraciones en la expresion del
receptor, “Downregulation”, o en el desacoplamiento del receptor, en respuesta a los ..
agonistas del ADRB2[35]. De esta manera, resulta el gran interés de estudiar el gen
ADRP2 y sus polimorfismos mas frecuentes o alelos silvestres Arg16 y GIn27.

Aunque los hallazgos en este estudio no son estadisticamente significativos, en algunos
reportes los homocigotos Glyl6 tienen un riesgo mucho mayor de asma nocturna y
severidad del asma, comparados con los homocigotos Argl6, mientras que los
heterocigotos de Glyl16 tienen un riesgo moderado. Sin embargo, se ha estimado que
existen discrepancias sustanciales entre los diferentes grupos étnicos. Estas
observaciones son consideradas en el meta-andlisis de Contopoulos et al., [54], en donde
la frecuencia general del alelo Glyl6 en sujetos sin asma fue de 54.8% y esto fue mas
frecuente en descendientes caucdasicos que en poblaciones de descendencia asiatica
(60.7% vs 46%) , encontrando, de esta manera, diferencias en los hallazgos con respecto
a la relacion de los polimorfismos y la severidad de la enfermedad.

En el estudio actual, se logr6 obtener el dato del diagnéstico de asma para los 70
pacientes, tomando en cuenta los fenotipos de severidad (leve, moderada y severa), se
pudo observar una mayor proporcién de pacientes con genotipo heterocigoto u
homocigoto para Argl6 entre los fenotipos de mayor severidad, sin que las diferencias
hayan sido estadisticamente significativas, esta alta frecuencia homocigotos Argl6 es
similar a lo que se report6 en la poblacion de Puerto Rico [69]. Por otro lado, un estudio
de adultos en la poblaciébn Mexicana [68], evalué la asociacién del asma con los
polimorfismos del ADRB2, en este estudio se encontré una significativa asociacion inversa
con Glu27 y el haplotipo Gly1l6Gly/Glu27Glu; en el género masculino se encontré una
asociacion positiva entre Gly16 sin Glu27. En las mujeres no se encontrd asociacién con
el haplotipo Gly16Gly/Glu27Glu, y con respecto al asma nocturna se encontré una
asociacion con el alelo Gly16 [68]. Esto podria indicar solo una coincidencia, y es que los
afectados puedan estar presentando los alelos Arg1l6 y GIn27: uno, el que realmente le
esté causando el fenotipo que puede estar en estado homocigoto Arg16Arg y el otro, que
puede no estar causando ningun efecto porque estd en estado heterocigoto GIn27Glu, y
en este caso el polimorfismo solo serviria como un marcador que esté indicando que el
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fenotipo en los individuos se vea influenciado por la presencia en conjunto de los
polimorfismos. Sin embargo, también puede ser el reflejo de una heterogeneidad genética
inter e intrapoblacional. De manera que resulta imprescindible realizar estos estudios en
cada grupo étnico para identificar los factores genéticos que contribuyen a la enfermedad
y aquellos que son compartidos entre las poblaciones, para asi conocer a los que son
especificos de cada una de ellas. Esta cuestion se planteé debido a que en este estudio
también se encontré un mayor nimero de individuos con asma severa, que portaban en
conjunto los alelos Argl16 y GIn27.

Los polimorfismos Glylé y Glu27 del ADRB2 aqui evaluados, como se discutid
anteriormente, pueden presentar interacciones o sinergismo entre diferentes SNPs,
debido a que el andlisis de haplotipos abre la posibilidad de que el polimorfismo Arg16Gly
pueda tener un efecto modificador: se ha observado que el efecto protector de Glu27
puede ser acentuado con Argl6é comparado con Glyl6, aunque por si solo, el
polimorfismo en la posicion 16 no muestra un efecto independiente. Por ejemplo, cuando
esta presente GIn27, el riesgo del asma parece ser el mismo sin importar el polimorfismo
que esté en la posicién 16, pero si es Glu27, el riesgo disminuye y ese descenso es mas
acentuado al estar presente Argl6. Estos datos hacen aln mas dificil el analisis de
haplotipos, ya que un polimorfismo puede modificar el efecto que se ve en otro por si solo
[55]. En la muestra de este estudio se observd una mayor proporcion de heterocigotos
para Glu27 y la mayoria de los individuos que portaban este alelo cursaban con un
diagnéstico de asma severa persistente, representando de esta manera cierta
contradiccién con los estudios in vitro y con el estudio de Drysdale et al., [41], sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas en cuanto al grado de severidad y
un genotipo en particular.

Para el polimorfismo GIn27Glu segun el andlisis de thakkinstian et al., [55 ], no se ha
estimado que cumplan un papel en la severidad de la enfermedad, sin embargo, el alelo
Glu27 parece ser un factor protector contra el asma, reduciendo el riesgo
aproximadamente en un 27%. Esto tiene sentido biolégico porque la variante Glu27 es
resistente a la “regulacion negativa” In Vitro [55, 76] y es posible que estos individuos
expresen niveles mas elevados del 3,-adrenoreceptor en un contexto de inflamacién. Esto
se ha sugerido tanto en las poblaciones adultas como en las pediatricas, aunque el
modelo genético en cada una es diferente [55]. Sin embargo, el efecto protector de Glu27
puede deberse a su conformacion en haplotipo, y no al efecto aislado de su SNP. Esto se
planteé en el estudio de Drysdale et al [41] quienes investigaron 13 SNPs, en el promotor
y en las regiones codificantes del gen del ADRB2 en humanos, en relacién con la
respuesta a los B.agonistas. Ellos encontraron que, aunque no habia asociacion cuando
los SNPs eran analizados individualmente, habia una clara relacion entre uno de los
haplotipos comunes (en su publicacion el haplotipo 2, que incluye Glu27) y una buena
respuesta a los B-agonistas in vivo, asi como un incremento en los niveles del RNAm y en
la expresion del gen in Vitro; mientras que los haplotipos que incluian GIn27 (como el
haplotipo 4 de su publicacion) tenian una respuesta mas reducida a los B.agonistas y
niveles mas bajos de expresion del RNAm. Esto crea una hipotesis y es saber si una
buena respuesta a los agonistas exdgenos también refleja una buena respuesta a los
agonistas endogenos y por lo tanto, un efecto protector contra el asma [41, 55].

Algunos estudios poblacionales que realizan el screening del gen ADR[B2, excluyen la
region promotora y solo analizan la region codificante. De hecho, se debe resaltar que la
region promotora juega un papel importante en la regulacion de la expresién de un gen.
Esta establecido también que alteraciones en la region reguladora, pueden interrumpir el
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proceso normal de activacién e iniciacion transcripcional de un gen, ya que pueden actuar
incrementando o disminuyendo el nivel de mRNA y por lo tanto el producto génico
sintetizado. Esto se toma en cuenta ya que se ha encontrado que el polimorfismo
Arg19Cys en la region promotora, se ha relacionado con una disminucion de la expresion
del receptor; por ende, esta variante genética podria estar presente con una mayor
frecuencia en determinadas poblaciones, de ahi la necesidad de poder secuenciar la
totalidad de este gen en un nimero representativo de individuos afectados [41, 44].

De esta manera, para analizar la corrrelacion de los polimorfismo Glyl6 y Glu27, el
desequilibrio de ligamiento, en un estudio de casos y controles, puede llevar a una
asociacion aparente entre un alelo y una enfermedad, en este caso, podria ser que
aungue el alelo no tenga una implicacién funcional con la enfermedad, es probable que el
alelo asociado esté en desequilibrio de ligamiento con otro situado en un locus cercano
que si esta funcionalmente implicado. En este estudio, una de las finalidades fue
encontrar una variante alélica que contribuyera a la enfermedad, pero aunque los datos
no mostraron ninguna correlacién, si la asociacion hubiera sido positiva entre la
enfermedad y un Unico alelo dentro del bloque de desequilibrio de ligamiento, esto nos
habria sefialado de manera informativa que la region del genoma situada en el bloque es
la que contiene el alelo asociado con la enfermedad. Por lo tanto, esa region constituira el
lugar donde buscar la variante alélica que si esta implicada funcionalmente en el proceso
mismo de la enfermedad. Cabe aclarar que estos resultados pudieron darse asi, ya que
no se evaluaron otros polimorfismos en el gen, que puedan estar alterando la interaccion
de estas variantes de secuencia y otras ubicadas dentro del gen, por lo cual, no se puede
descartar la participacion de los mismos en la susceptibilidad a la enfermedad. Todos
estos hallazgos muestran un panorama de lo dificil que es establecer un panel de los
polimorfismos en Colombia, al menos para los asmaticos, porque aun no se han
identificado las variantes mas frecuentes para el gen ADRB2 [57].

Los datos reportados en este estudio no son del todo similares a los encontrados en el
Longitudinal Normative Aging Study Cohort [63], donde el haplotipo Gly16/GIn27 tenia un
efecto protector comparado con Argl6/Glu27, pero en el estudio actual los adultos con
asma severa presentaron una baja frecuencia del haplotipo Arg16/Glu27, sin llegar a ser
significativo en comparacion con el grupo control, ni tener asociacion fuerte con la entidad.
Esto puede ser por el tamafio de la muestra con la clasificaciéon en la mayoria con el
fenotipo de severidad, lo que dificulta la conclusién sobre si hay o no un haplotipo
protector y alguno que predisponga a la enfermedad. En cuanto al estudio de Litonjua et
al [63], tal interpretacion del efecto de Arg16/Glu27 pudo deberse a que los resultados se
dieron en pacientes con hiperreactividad de la via aérea, la cual no siempre corresponde
a asma, y que la poblacion fue seleccionada con una prueba de metacolina, y asmaticos
no diagnosticados mediante espirometria y criterios clinicos [55].

En vista de la alta frecuencia del alelo GIn27, en este estudio se tomo en cuenta el estudio
latinoamericano mixto (México y Puerto Rico), en donde se queria evaluar la respuesta al
albuterol y determinar si se encontraban diferencias entre las dos poblaciones, pero en
relacion con el polimorfismo GIn27Glu, ellos encontraron que en la poblacién de
asmaticos mexicanos habia una mayor proporcion para GIn27 y pocos con Glu27
(17.8%), contrario a lo que ocurrié en la poblacién de Puerto Rico, en donde la frecuencia
para Glu27 fue mayor (26.5%) en contraste con GIn27.Todo esto puede ser debido a que
la distribucion de algunos polimorfismos puede variar dependiendo del origen étnico de
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las poblaciones y dada la diversidad en la composicién racial que caracteriza a cada
poblacion. Otro dato interesante del estudio de Mexicanos y Puertorriquefios [69] es que
la poblacién de asméticos Mexicanos tenia un menor numero de afectados con asma
moderada /severa (30.8%), con respecto a los Puertorriquefios (40.5%), por lo cual no se
puede descartar que la diferencia se estuviera dando por el nUmero de asméaticos con
mayor severidad, lo que podria indicar una correlacién de dicho fenotipo y la distribucién
de frecuencias encontradas en estas poblaciones para el alelo Glu27.

En Colombia, en la ciudad de Pereira [56], se determind la distribucion de las frecuencias
de los polimorfismos Gly16 y Glu27 en nifios asmaticos y su correlacion con la severidad
de la enfermedad, encontrando diferencias en las frecuencias del polimorfismo GIn27Glu,
con una menor frecuencia del alelo Glu27 y una alta frecuencia de homocigotos para
GIn27GlIn. Estos datos sefalan una similitud en relacién con este estudio, debido a que el
alelo y homocigotos para Glu27 fue menor en comparacién con la variante GIn27. En la
ciudad de Bogota [58], otro estudio tenia como objetivo identificar los polimorfismos del
B2-adrenoreceptor en una poblacion de pacientes pediatricos con asma y controles
sanos; este estudio mostr6 un mayor numero de pacientes con asma moderada
persistente, que presentaban el polimorfismo Glyl6, sin embargo este dato no fue
significativo. Los datos de este estudio fueron semejantes a los resultados que se
encontraron en el trabajo antes mencionado, ya que la variante Glyl6 estuvo presente en
algunos individuos con asma moderada persistente. En los anteriores estudios
mencionados, en cuanto al andlisis de haplotipos y su correlacion con la severidad del
asma, no se encontré ninguna asociacion. En referencia a estos hallazgos, se toma en
cuenta que el asma de la nifiez y de la adultez no se relaciona en si, debido a que el
asma es una enfermedad clinicamente diferente en estas dos poblaciones, por ejemplo la
naturaleza de la entidad en los nifios muestra una enfermedad de tipo atépico, eosinofilica
,episddica, que no se asocia con hiperreactividad de la via aérea, por lo tanto, el
polimorfismo Glu27, asociado con menor hiperreactividad, puede no tener una
implicacion en estudios de nifios [29, 31], de esta manera, en el estudio de Agudelo et
al.,[56], donde la frecuencia de Glu27 fue menor, se toma en cuenta que el polimorfismo
Glu27 se ha asociado con una menor hiperreactividad de las vias respiratorias en adultos
[55]. Esto puede explicar las diferencias entre las asociaciones de nifios y adultos.
Alternativamente, dado que la patogénesis del asma no esta completamente
comprendida, podria existir un efecto pleiotrépico del receptor 2 a lo largo de los
diferentes estados o etiologias de la enfermedad. De hecho, se ha observado dicha
asociacion edad-especifica de otro gen candidato en una poblacion de nifios
monitoreados desde la nifiez hasta la adultez temprana [87]. Una explicacion alternativa a
estos resultados es que los efectos de las variantes genéticas dependen de otros factores
cuya frecuencia y distribucién varia tanto en individuos como entre poblaciones, ademas
el momento clinico de los asmaticos pediatricos en comparacion con los adultos, difiere
en el origen etiologico de la enfermedad [96]. Pero en cuanto a la variacion en el grado de
severidad entre estos individuos, se puede sugerir que la misma variante génica esté
causando fenotipos diferentes, aunque también puede estar siendo influenciado por el
contenido genético de cada individuo. En los datos de este estudio se encontrd que habia
una frecuencia superior de afectados con el haplotipo Argl6GlyGIn27Glu, dentro del
grupo de pacientes con asma severa persistente (37%), pero sin evidenciarse una
diferencia estadisticamente significativa, esto no quiere decir que no pueda haber
desequilibrio con otros SNP’s no evaluados, que influyan mas en la presentacion de la
enfermedad o de la severidad.
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En este estudio, la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) pudo haberse
dado principalmente por factores como: la migracion (flujo genético), seleccién y mutacion
[98]. En este hecho se toma en cuenta que Colombia se caracteriza por ser el resultado
de la mezcla de tres grupos principales: indigenas, espafioles y africanos, a los que se le
sumaron importantes grupos de inmigrantes provenientes de otros paises europeos y de
Oriente Medio. Como consecuencia de esto, Colombia ha sido uno de los paises
latinoamericanos con mayores consecuencias socioculturales generadas por la llegada de
los conquistadores espafioles en 1492, hecho que produjo un mestizaje entre diferentes
etnias, el cual se prolonga desde la época de la Conquista y la Colonia (siglos XVI al XIX)
con importantes variaciones regionales hasta hoy dia [95][97]. Entonces para
contextualizar el término “mezcla” se debe considerar que es la uniéon de dos poblaciones
genéticamente diferentes. De manera que en nuestro caso, la variante Argl6Gly se pudo
haber generado por dos grupos hipotéticos, uno formado exclusivamente por individuos
homocigotos Argl6Arg y el otro por homocigotos Glyl6Gly, lo que signific6 un cambio
importante en la relacion con cada uno de los grupos iniciales. El problema para la
aplicacion de este planteamiento es que en la actualidad el Unico dato con el que se
cuenta es la frecuencia del gen en la poblacién Mestiza, mientras que las frecuencias de
las poblaciones bases (espafiola, indigena, africana) son obtenidas de la literatura o de
bases de datos, aceptando, asi, que son iguales o similares a las existentes cuando
ocurrio la mezcla génica.

Por consiguiente, sefialando que el desviacién del equilibrio de Hardy-Weinberg se haya
dado por la gran variabilidad poblacional en nuestro pais, debemos considerar también
gue la baja frecuencia de los homocigotos Glyl6Gly y Glu27Glu encontrados en este
estudio, se deban a una desventaja adaptativa de los individuos de esta poblacion,
mientras que el mayor nimero de heterocigotos Argl6Gly podrian permitir conservar la
diversidad genética (Genotipos o polimorfismos) en la poblacién, debido a que podrian
tener una mejor adaptaciéon a las condiciones ambientales. Con respecto a los pacientes,
se podria pensar que el asma no solo estaria asociada a la condicion heterocigota de los
genotipos ArgGlyl6 y GInGlu27 de manera independiente sino mas probablemente al
haplotipo que los incluye a los dos Glyl6/Glu27. Esto se deduce debido a que los
resultados de este estudio mostraron una alta frecuencia del haplotipo Gly16/Glu27, en
los individuos con asma.

Una posibilidad alterna para comprender la falta de equlibrio de Hardy-Weinberg es que
las variantes del gen ADRP2 atraviesen un barrido selectivo, en donde la seleccion
positiva y balanceante se inicia por la distribuciébn en la poblacion de los alelos
recientemente seleccionados y se mantiene asi hasta su fijacion o hasta que sean
seleccionados [98].Sumado a esto, como el gen ADRPB2 tiene un proceso evolutivo
dinamico, se hace dificil determinar su régimen selectivo fundamental [99].

Las variantes polimérficas de los genes ADRPB han sido asociadas con tres condiciones
muy frecuentes: asma, obesidad e hipertension, enfermedades que se han ido
difundiendo en las poblaciones humanas probablemente porque los alelos Gly16 y Glu27
son susceptibles a los cambios ambientales y al estilo de vida [99].

Por otro lado, en este estudio se tom6é en cuenta la variable relacionada con los
antecedentes familiares para el asma, que mostr6 que al menos un miembro de la
familia, tomando en cuenta solo hermanos, padres e hijos con asma diagnosticada, se
presentd en la mayoria de los casos. Dentro de este marco, los estudios de segregacion
familiar del asma han demostrado que no es un solo gen el responsable de la expresion
de la enfermedad, pero algunos estudios también toman en cuenta que la enfermedad
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muestra una marcada variabilidad fenotipica, sugiriendo una heterogeneidad etiolégica y
fuertes influencias ambientales que pueden influir considerablemente en la penetrancia de
los genes del "asma". Sin embargo, hay nueva y fuerte evidencia que sugiere que asi
como en el caso de las interacciones gen-por-gen y gen-por-ambiente, los efectos
genéticos sobre el riesgo de esta enfermedad podrian variar en magnitud, e incluso en
direccion, con la edad y el estadio de la enfermedad [18].

Destacando otra cuestion, en la actualidad se conoce que cada paciente responde de
forma diferente a la misma medicacion. Estas diferencias generalmente son mas grandes
entre los individuos de una poblacion que en una misma persona en diferentes épocas,
ademas las grandes diferencias poblacionales con pequefia variabilidad entre cada
paciente es coherente con que la herencia es determinante en la respuesta a un
medicamento; de esta manera, se estima que la genética es responsable en parte de la
variabilidad en la disposicién y efecto de un medicamento. Aunque otros factores
monogenéticos como la edad, la funcion del organismo, la terapia concomitante, la
interaccion de los medicamentos y la naturaleza de la enfermedad influyen en el efecto de
una medicacioén, actualmente existen muchos ejemplos de casos en los cuales se sabe
gue las diferencias que existen entre individuos en cuanto a la respuesta a un
medicamento, se deben a variaciones en la secuencia de los genes que codifican para
sus sitios diana, que a diferencia de otros factores que influyen en la respuesta a un
medicamento, los que son determinados genéticamente, generalmente se mantienen
estables a través de la vida del individuo [76]. En este sentido, el B,-adrenoreceptor
codificado por el gen ADR2 ilustra un enlace entre un polimorfismo genético, los sitios
diana de un medicamento y su respuesta clinica. Sin embargo, cuando los elementos
claves de los sistemas biologicos difieren en cada individuo y cada poblacion, ellos
pueden impactar las relaciones gen-enfermedad de forma diferente en cada individuo,
influenciando la validez y el poder de replicacion de los estudios genéticos. Es asi que
cuando se considera un criterio de concordancia de los reportes positivos y negativos, en
la direccibn de las asociaciones genéticas, los polimorfismos/haplotipos especificos
ligados con la respuesta del receptor son discrepantes [18].

Tomando en cuenta lo anterior en cuanto a los estudios farmacogenéticos, ninguno ha
identificado una relacion entre las variantes de la posicion 27 y las manifestaciones
clinicas durante el tratamiento a largo plazo con B2-agonistas. Pero se ha estimado, en
consenso con algunos estudios clinicos, que la administracion a largo plazo de
medicamentos B2-agonistas de accidn corta estd consistentemente asociada con la
respuesta adversa en pacientes con el genotipo Arg16Arg. Para los 32-agonistas de larga
accion, los hallazgos son persuasivos pero no definitivos [76]. En el estudio actual, la
mayoria de los pacientes reportaron el tratamiento que estaban manejando, coincidiendo
con lo comentado anteriormente con el uso de B-agonistas de corta accion 61(35%) y los
resultados en su genotipo en la mayoria de ellos fue Argl6Arg. Queda en adelante
evaluar la respuesta de estos pacientes, en particular los homocigotos Arg16, para poder
establecer si las alteraciones intrinsecas de los receptores conllevan a que un paciente no
responda bien al tratamiento, porque ya ha sido claramente reconocido como un
marcador del control de la enfermedad [76].

Una cuestiéon por establecer, es saber si el estrato socioeconémico es sensible a causar
errores en la estratificacion de la poblacion, esto se tomd en cuenta, debido a que el
estrato 1y 2, en este trabajo, present6 un valor siginificativo con respecto a los controles,
adicionalmente los pacientes reportaron en su mayoria asma severa. Sin embargo, esta
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informacion aunque se presenta como un factor en la poblacion colombiana, debe ser
ampliada y estudiada con mas detalle para analizar especificamente este factor, porque
aunque nuestros datos muestran una relacion, no son definitivos para llegar a
conclusiones que permitan hacer recomendaciones orientadas hacia el nivel de vida
adecuado para los pacientes con asma. Sin embargo, consensos internacionales como el
de GINA [1] suguieren que los factores sociales y econémicos deben de integrarse para
entender el asma y su manejo. De este modo, hay razones para creer que la carga
substancial del asma se puede reducir a través del esfuerzo compartido entre los
pacientes, las organizaciones para el cuidado de la salud y los gobiernos, para mejorar el
control. Porque aunque el costo de controlar la enfermedad parece alto, el costo de no
tratarla correctamente es mas alto [1]. En cuanto a las variantes genéticas, se podria
sefalar que podrian depender también de otros factores, cuya frecuencia y distribucién
varia tanto en individuos como entre poblaciones y de esta manera, considerar si el efecto
genético en una enfermedad es homogéneo en todas las poblaciones (grupos étnicos) o
es diferente segun la poblacion.

Ademas, a esto también se le suma la falta de investigacion del gen ADRB2 en Colombia
y su asociacién con el asma, porque otros estudios en este caso servirian para tomar en
cuenta metodologias o poder tener mas perfiles de contraste, para poder cuestionar si el
efecto genético en el riesgo de una enfermedad es homogéneo entre las diferentes
poblaciones; pero esta suposicion quizas no sea fiable para el estudio de las variantes
genéticas del gen ADRB2 y sus polimorfismos Gly16 y Glu27, porque seria como plantear
un modelo estadistico o lineal, en el cual la secuencia de ADN se asocia con el riesgo de
la enfermedad, pero no tomaria en cuenta la influencia tanto de los sistemas biolégicos
como de los factores ambientales que interactian dentro de un momento especifico en el
desarrollo del asma. De hecho, en un modelo lineal simple el éxito en detectar una
asociacion positiva entre una variante genética y la severidad del asma es posible solo si
el gen “correcto” es probado frente al fenotipo “correcto”, pero en una enfermedad
multifactorial como el asma esto es un asunto trivial para su investigacion. Esta sera una
tarea desafiante, en estudios de asociacion, porque la exposicibn ambiental no esta
controlada por los investigadores, ademas esta puede cambiar drasticamente en el tiempo
y el espacio, y es altamente sensible a causar confusion [18].

7.1. Frecuencias alélicas y genotipicas del gen ADR[B2 en otras poblaciones y
su asociacion con el asma.

Al analizar la distribucion de las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas en otras
poblaciones que también han estudiado la asociacion de los polimorfismos Argl16Gly y
GIn27Glu con el asma, se encontré que hay discrepancia entre los datos obtenidos de
este estudio y otras de Latinoamérica (México, Pereira, Bogota, Venezuela ), en algunos
ejemplos citados, se demuestra que las frecuencias relativas de estos polimorfismos son
iguales en los individuos con asma y el grupo control. Sin embargo, en los asmaticos la
variante genética si puede modificar las manifestaciones clinicas de la entidad asmatica.
En esta tabla (25) se observa que en nuestro pais los dos estudios que se han hecho
hasta ahora han incluido nifios, en donde la etiologia de la enfermedad es a veces
diferente en relacion con la del adulto.

La muestra de pacientes y controles analizada para el polimorfismo Argl6Gly no se
encontré en equilibrio de Hardy-Weinberg. No obstante, las frecuencias alélicas de los
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casos y controles estan cercanos a los hallados en la poblacion de Pereira [97]. Por otro
lado, debemos sefalar que este polimorfismo es bastante sencillo de determinar y la
posibilidad de error de asignacion de alelos es muy baja, ya que la resolucion no genera
solapamientos de bandas.

Otro punto de vista a resaltar es la diferencia de hallazgos en cada poblacién, por
ejemplo, en la poblaciéon Venezolana se observa un efecto de proteccién del alelo Argl6,
en cambio en otras poblaciones en el mundo se ha encontrado una gran susceptibilidad
de este alelo con el desarrollo de la enfermedad.

Tabla 26 Relacion de los polimorfismos Arg16Gly y GIn27Glu y el asma en otras poblaciones de América latina

Poblacion Frecuencia
Ameérica latina Alelo Arg16 Hallazgos
asmavs Polimorfismos del ADRB2
control
México, Santillan | 45% vs 43% Haplotipo: En los adultos mexicanos con
etal ., [68] Gly16 /Glu27 asma, se reportdé que el alelo
Alelo: Glu27 Glu27 tenia un efecto protector.
Larrocca 28,6% vs 47%, Haplotipo:Arg16/GIn27Glu Mayor frecuencia en el grupo de

Venezuela et al.,
[59]

asmaticos

Arg/Gly y GIn/Glu

Una mejor respuesta al uso del
broncodilatador se asocié con
estos Genotipos.

Homocigotos: Argl6

Se encontré con mas frecuencia
a lo descrito en otras poblaciones

(factor de proteccion en la
aparicién del asma)

Bogot4,[58] 42% vs 42% Haplotipo: Arg/GIn/Thr El  polimorfismo Glyl6é se
presentd con mayor frecuencia
en individuos con  asma
moderada.

Bogotd, estudio | 71%vs70% Haplotipo: Gly16Glu27 Este Haplotipo se encontré con

actual(adultos)

mayor frecuencia en individuos
con asma, adicionalmente tuvo
una asociacién positiva con la
entidad

México y Puerto
Rico( Familias)
Choudhry et al.
(69]

45,2% del alelo
Argl6 para los
Puertorriquefios.
42,1% del alelo
Arg16 para los
Mexicanos

Homocigotos: Arg16
Haplotipo: Arg16/GIn27

Entre los Puertorriquefios los
homocigotos para Arg 16 y los
que tenian el haplotipo
Argl6/GIn27 se asociaron con
una mayor respuesta al uso del
broncodilatador, pero entre los
mexicanos con asma no hubo
est4 asociacion.

Pereira, [56]

No se report6 la

frecuencia alélica.

Argl6Arg:

Asmaticos (33,56); Poblacion
general (27,2%)

Gly16Gly:

Asméticos (27,3%); Poblacion
general (35%)

GIn27GIn:

Asmaticos (68%)

Poblacién general (71%)
Glu27Glu:

Asmaticos (4%)

En esta poblacién la frecuencia
de Argl6Arg se relaciond con
mayores efectos adversos al uso
de broncodilatadores de corta
accion.
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Poblacién general:(4%)

8. CONCLUSIONES

» Las frecuencias alélicas y genotipicas para los polimorfismo Argl6Gly y GIn27Glu
detectadas en este andlisis, no fueron estadisticamente significativas entre casos y
controles.

» Los resultados de este estudio identificaron un efecto de susceptibilidad de los alelos
Glyl6 y Glu27, como parte de un haplotipo, OR: 1.69 (IC 95%: [1.04; 2.7]) Valor de
p=0,011. Esto justifica futuras investigaciones en estudios mas amplios y en otras
poblaciones.

» Los polimorfismos analizados en este trabajo no presentaron asociacion con el grado
de severidad de los pacientes.

» Los valores de las frecuencias alélicas de este estudio, fueron cercanos a los
reportados en otra poblacion de Colombia.

» Estos resultados apoyan el papel de estos polimorfismos en la susceptibilidad al
desarrollo del asma.
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9. PERSPECTIVAS Y APLICACIONES

Teniendo en cuenta que los estimados de ancestralidad poblacional varian de una regién
a otra, seria necesario crear una base de datos con la participacion de méas estudios que
reporten las frecuencias alélicas, genotipicas y haplotipicas en diferentes poblaciones,
para asi poder realizar mejores inferencias sobre el impacto en la susceptibilidad de estos
polimorfismos con el asma. De acuerdo con esto, para alcanzar una mejor caracterizacion
genética del B,.adrenoreceptor en nuestro pais, deberian platearse las siguientes metas:

Estandarizar las definiciones utilizadas para los fenotipos de asma, para asi dar una
mayor validez y claridad de los estudios.

Ampliar el namero de individuos a estudiar para establecer una frecuencia mas certera de
las variantes Arg16Gly y GIn27Glu en la ciudad de Bogota.

Disefiar otros estudios de asociacion genética en donde se pueda controlar la
participacion de pacientes con diferente estrato social.

Ampliar los estudios de estos polimorfimos en otros hospitales del pais y evaluar su

aplicacion clinica.

Evaluar las interacciones gen-ambiente (Respuesta al broncodilatador).
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11. ANEXOS

11.1. Anexo 1. Manual de Cédigos

MANUAL DE CODIGOS
proyecto: polimorfismos de adrb2 en asma

Genotipos Estrato Socioeconomico
Gly16: 1 Estrato 1: 1
Argl6: 2 Estrato 2: 2
Glyl6Arg: 3 Estrato 3: 3
Glu27: 4 Estrato 4: 4
GIn27: 5 Estrato 5: 5
Glu27GIn: 6 Estrato 6: 6

No especificado: 99
Haplotipos
Gly16/Glu27: 1 Tipo de Hospitalizacion
Gly16/GIn27: 2 Unidad de Cuidados Intensivos: 1
Argl6/Glu27: 3 Sala de Medicina Interna: 2
Argl6/GIn27: 4 Urgencias: 3
Gly16Arg/Glu27: 5
Gly16Arg/GIn27: 6 Uso de Medicamentos
Glu27GIn/Glyl6: 7 Postcodificacion
Glu27GIn/Argl16: 8
Sexo Grupo de Estudio
Masculino: 1 Asma severa: 1
Femenino: 2 Asma no severa: 2

Control: 3
Edad Diagnostico
18-23:1 Asma severa persistente: 1
24 —29:2 Asma moderada persistente: 2
30-35:3 Asma leve persistente: 3
36-41:4 Asma leve intermitente: 4
42 - 47.5
48 —53: 6
54 -59: 7

>60: 8



11.2. Anexo 2 Protocolo de extraccion de DNA por kit wizard Promega

1. En un tubo falcon de 15ml poner 9ml de buffer de lisis de globulos rojos y sobre este
adicionar con una pipeta de transferencia plastica 3ml de sangre total.

Mezclar muy bien hasta completa homogenizacion

2. Agitar fuertemente en una plataforma (shaker) durante 10 minutos a temperatura
ambiente

3. Centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos.

4. Descartar el sobrenadante y conservar el pellet

5. Dar vortex vigorosamente al pellet en el liquido residual

6. Adicionar 3ml de buffer de lisis nuclear y mezclar cuidadosamente con chupa
Plastica varias veces, hasta completa homogenizacion. Dejar al menos 30 minutos
a temperatura ambiente

7. Adicionar 1ml de solucién precipitante de proteinas (dar vortex)

8. Centrifugar a 4000rpm durante 20 minutos

9. Verter el sobrenadante en un tubo Falcon de 15ml que contenga 3ml de
isopropanol frio, dejar en reposo al menos 5 minutos

10. Mezclar cuidadosamente por inversion hasta precipitar el DNA

11. Envolver el DNA en una pipeta pateur de vidrio y poner en 250ul de solucién de
rehidratacion

13. Almacenar el DNA a -200C
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11.3. Anexo 3. Consentimiento Informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN INVESTIGACION

Estudio: CARACTERIZACION DE LOS POLIMORFISMOS DEL BETA 2
ADRENOCEPTOR EN ADULTOS COLOMBIANOS Y SU ASOCIACION CON EL ASMA

Usted esta invitado a participar en un estudio de investigacion propuesto por el Instituto de
Genética Humana de la Pontificia Universidad Javeriana, con su participacion.

Es muy importante que usted lea y entienda ciertos puntos importantes en la realizacion
de este estudio: (a) Su participacion en este estudio es totalmente voluntaria. (b) El
participar en este estudio puede no beneficiarlo a usted directamente, pero esta
investigacion nos permite clarificar muchos conceptos sobre la enfermedad y su
mecanismo de herencia, de manera que los beneficios posteriores sean para usted, su
familia u otros individuos afectados. (c) Usted puede retirarse del estudio cuando lo
desee. La revocacion de este consentimiento no tendra perjuicio alguno sobre la relacién
médico-paciente. (d) Ninguna persona involucrada en este estudio recibird beneficios
econdmicos como pago por su participacion. (e) Este estudio no tiene ningun interés
econdmico por parte nuestra o de las instituciones colaboradoras, asi como tampoco el
desarrollo de patentes con base en el material genético. (f) CONFIDENCIALIDAD: Los
registros con la informacion de cada individuo permaneceran archivados en el
Departamento de Ciencias Fisioldgicas. Las historias médicas, los resultados de
examenes Yy la informacién que usted nos ha dado son de caracter absolutamente
confidencial, de manera que, solamente usted y el equipo de investigacién tendran acceso
a estos datos. Por ningin motivo se divulgara esta informacién sin su consentimiento.
Cuando los resultados de este estudio sean reportados en revistas médicas cientificas o
en congresos cientificos, los nhombres de todos aquellos que tomaron parte en el estudio
serdn omitidos. (g) La naturaleza de este estudio, sus riesgos, sus inconvenientes,
incomodidades y cualquier informacién importante esta resumida a continuacion y sera
explicada por el grupo investigador. (h) Si tiene algin interrogante sobre el estudio por
favor no dude en manifestarlo a alguno de los investigadores, quien con mucho gusto, le
contestara sus preguntas.

Cualquier informacion adicional usted puede obtenerla de los investigadores, o
directamente con:

Erik Baltaxe, MD.

Julidn Palomino, MD.
Ignacio Bricefio, MD, PhD.
Gabriel Pascual, MD.
Dario Riascos B, MD.
Henry Aceros, MD.
Esperanza Holguin, MD

Tel (91)3208320 (Ext. 2794 0 Ext. 2782)
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EXPLICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION AL INDIVIDUO

OBJETIVO:
El objetivo principal de este estudio investigativo es el de:

Cuantificar el grado de asociacion entre los polimorfismos del gen ADRB2 Arg16Gly
y GIn27Glu y la severidad del asma en adultos que asisten a la consulta externa del
Hospital Universitario San Ignacio.

PROCEDIMIENTO:

Se tomaran de su historia clinica datos concernientes a su edad, severidad del asma,
medicamentos usados, historia familiar de asma o sibilancias y resultados en las pruebas
de funcion pulmonar. El investigador realizara ademas un arbol genealdgico. Se realizara
también una toma de sangre venosa periférica del antebrazo mediante técnica adecuada
por parte de la Enfermera Jefe del servicio o Bacteridloga del Instituto de Genética
Humana en el area designada para toma de muestras. Este procedimiento le puede traer
como consecuencia dolor y en muy raras ocasiones hematoma o infeccién en el sitio de
puncion.

Estas muestras seran manejadas Unicamente por personas involucradas directamente en
este proyecto y almacenadas en nuestro laboratorio del Departamento de Ciencia
Fisiologicas. Las muestras para este estudio seran analizadas en su totalidad en los
laboratorios del Instituto de Genética Humana.

RIESGOS E INCOMODIDADES

La participacion en este estudio representa riesgo minimo para su salud e integridad y las
molestias y efectos adversos estardn representadas exclusivamente por la toma de
muestra referida en el procedimiento.

BENEFICIOS ADICIONALES:
Este estudio tiene para usted el(los) siguiente(s) beneficio(s) adicionale(s):

1. Identificar el tipo de polimorfismo o mutacion que tiene usted para los genes que
codifican la proteina del Adrenoceptor B2 y que le permitirA poder tener, en un
futuro, unas posibles recomendaciones para el pronostico y manejo terapéutico de
su enfermedad.

RESPONSABILIDAD DEL PACIENTE Y PRECAUCIONES
Al tomar parte de este estudio es importante que usted contemple las siguientes
responsabilidades y precauciones:

MANEJO DE RESULTADOS:

Los resultados de los estudios genéticos solo le serdn revelados cuando representen una
ayuda diagnéstica para la entidad objeto de este estudio; estos resultados le seran
entregados durante consulta clinica.

OTRA INFORMACION PERTINENTE:

AUTORIZACION:
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La utilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el futuro a
entender las causas y/o el comportamiento de la(s) entidad(es) anteriormente
mencionada(s). Se puede dar el caso en donde usted y su familia no se beneficien
directamente de estos estudios, pero tanto su familia como otros individuos afectados
podrian beneficiarse. Por lo tanto, por favor marque su decisidbn con respecto al
almacenamiento de la muestra y su utilizacién en estudios de investigacion posteriores:

O Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez completado
el estudio de investigacion.

O Autorizo conservar la muestra que me fue extraida con la posibilidad de emplearla

en las situaciones sefialadas a continuacion:

o En estudios complementarios de diagnéstico para mi o algiin miembro 0OSi  ONo
de mi familia :

o En estudios de investigacion especificos para la(s) entidad(es), objeto
de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en 0OSi [ONo
anonimato mis datos de identificacion:

o En estudios de investigacion de entidades distintas a la(s) entidad(es)
objeto de esta toma de muestra, siempre y cuando se conserve en 0OSi ONo
anonimato mis datos de identificacion:

o En estudios de investigacion colaborativos con otras instituciones
nacionales y/o internacionales, siempre y cuando exista acuerdo
interinstitucional previo, aprobacion del comité de ética y se conserve 0OSi [ONo
en anonimato mis datos de identificacion:

AUTORIZACION PARA LA TOMA DE MUESTRAS E INCLUSION VOLUNTARIA EN EL

ESTUDIO:
Yo, identificado con documento de
identificacion: No. de , acepto voluntariamente que
se me tome una muestra de , con el fin de realizar analisis de

. Asi mismo, declaré que se me ha
explicado la presencia de los riesgos y el manejo que se le dara al material de muestra.

Fecha:

Testigo

Investigador
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Resumen

Objetivo: Determinar si los polimorfismos del gen del receptor f2-adrenergico (ADRP2),
Argl6Gly y GIn27Glu se asocian con el asma en adultos que asisten al Hospital
Universitario San Ignacio en la ciudad de Bogota, Colombia. Materiales y métodos: Se
caracterizaron 70 pacientes asmaticos y 59 no asmaticos para el aminoacido 16 y el 27 del
ADRJ2, mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) en ADN extraido de sangre
periférica con el Kit de extraccion Promega. El analisis de RFLPs se realizo con las
enzimas de restriccion Ncol y Bvbl, y la visualizacion de estos polimorfismos se realizo en
electroforesis con geles de poliacrilamida. La comparacion de las frecuencias alélicas y
genotipicas del ADRB2 entre los dos grupos se realizd con un test de Chi- cuadrado.
Resultados: No se encontraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas de los
loci polimorficos, Argl6Gly y GIn27Glu entre el grupo de casos (0.70, 0.30, 0.59 y 0.41
respectivamente) y los controles (0.71, 0.29, 0.70 y 0.30), respectivamente. Las frecuencias
genotipicas también fueron similares entre los casos y controles (p>0.05 para todos los
genotipos). De los 4 posibles haplotipos resultantes de la combinacion entre los distintos
alelos, sélo se presentaron dos con mayor frecuencia en toda la poblacion de estudio
(Argl6GIn27 y Gly16Glu27). Una asociacion significativa se encontrd para el haplotipo
Gly16GIlu27 y el asma (p<0.05). Conclusiones: Estos resultados apoyan el papel de los
polimorfismos Gly16 y Glu27 del gen ADRP2 en la susceptibilidad al desarrollo del asma
en la poblacién adulta asmatica de la ciudad de Bogota.

Palabras clave: estudios de Asociacion, asma, p2-adrenoreceptor polimorfismo, genotipo,
Haplotipo

Abstract

Background: Several polymorphisms of the p2-adrenergic receptor ADRP2 gene
associated with asthma have been identified, but the results are not conclusive. Objective:
To determine whether single nucleotide polymorphisms found in the sequence of the
ADRp2 adrenergic receptor are associated with asthma in adults who attend San Ignacio
Hospital in the city of Bogota, Colombia. Methods and materials: 70 patients with asthma
and 59 controls were studied for amino acid 16 and amino acid 27 of the ADRp2 receptor,
through the polymerase Chain Reaction (PCR) in DNA extracted from peripheral blood
using Promega extraction Kit and RFLP analysis with restriction enzymes Ncol and Bbvl,
and finally visualized with polyacrilamide gel electrophoresis. Comparisons of the ADRB2
genotypes or alleles between different groups were performed using chi-square test.
Results: No significant differences for the allele frequencies were found for polymorphic
loci Argl6Gly and GIn27Glu between the cases group (0.70, 0.30, 0.59 and 0.41
respectively) and the control group (0.71, 0.29, 0.70 and 0.30, respectively). The genotype
frequencies were also similar between cases and the controls (p>0.05 for all the genotypes).
Only two of the 4 possible haplotypes, from the combination between different alleles,
were frequent in the participants of this study (Argl6GIn27 and Gly16Glu27). Significant
association between the Gly16Glu27 haplotype and asthma (p<0.05) was found.
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Conclusion: Our results imply that the existence of the haplotype Gly16Glu27 may confer

susceptibility to asthma in Bogota, Colombia.

Keywords: association studies, asthma, b2-adrenergic receptor, polymorphism, genotype;

haplotypes

Introduccion

Segun el documento del “Global Initiative
for Asthma” (1), el asma se define como
una enfermedad inflamatoria cronica de la
via aérea, en la cual diversos elementos
celulares  desempefian  un  papel
importante.  Existe una  importante
preocupacion a escala mundial, debido a
que afecta a millones de pacientes,
familias y sistemas de salud de todo el
mundo. En Colombia se estima que la
prevalencia es cercana al 10,4% y se ha
ido observando un aumento en la consulta
con casos de asma severa y asma
refractaria al tratamiento (1).

El gen ADRp2 codifica para el [-
adrenoreceptor, este gen ha sido
localizado en el brazo largo del
cromosoma 5 (5931- 33), carece de
intrones y consta de un bloque codificante
de 1242 pares de bases (pb) (2). En la
region codificante de este gen, los dos
polimorfismos que ocurren con alta
frecuencia en la poblacion en general son
sustituciones de nucleotidos individuales
en las posiciones 46 (A46G) y 79
(C79G), correspondientes  a las
sustituciones de Arginina por Glicina en
la posicion del aminoacido 16 vy
glutamina por glutamato en la posicion
del aminoécido 27. Las frecuencias de los
alelos para el Argl6Gly y GIn27Glu
varian segun el grupo étnico (3). Las
frecuencias alélicas reportadas para
Argl6 en caucasicos, afroamericanos y
las poblaciones de Asia son de 0,39, 0,50
y 0,40, respectivamente; mientras que
para GIn27 son de 0.57, 0.73 y 0.80 (3).

Los receptores de la superficie celular
como el ADRPB2 presentan un proceso
dinamico, esto quiere decir que ademas
de ser expresados y activados, también
estin  sujetos a un proceso de
desensibilizacion (desacoplamiento de la
proteina Gos) y a la degradacion del
receptor. El cuadro se complica
posteriormente por los efectos de la
variacion genética (4).

La alteracion en la funcion del receptor
podria explicar diferentes grados de
severidad del fenotipo  asmatico,
hiperreactividad bronquial y asma
nocturna (5). Sin embargo, hay gran
controversia en cuanto al papel que juega
el gen en la enfermedad, ya que hay datos
que sugieren una relacién con el asma,
pero al realizar comparaciones de la
presencia de estos polimorfismos en
pacientes asmaticos y controles, los
resultados han sido inconsistentes y los
polimorfismos que resultan informativos
en una poblacion pueden no serlo en otra
(5). Asi, el descubrimiento de factores
geneticos asociados a asma y aquellos
que son propios de cada poblacién
podrian tener un gran impacto en el
desarrollo de nuevas estrategias de
diagndstico y tratamiento. Por lo tanto, es
importante realizar estudios en nuestra
poblaciobn que nos proporcionen una
medida de la variabilidad genética del
receptor.

MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio: Se llevd a cabo un
estudio de casos y controles, con un
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tamafio poblacional de 70 casos
(asmaticos) y 59 controles (no asmaticos).
La poblacion de estudio seleccionada
fueron pacientes que asistieron al
Hospital Universitario San Ignacio de la
Facultad de Medicina en la Pontificia
Definicion de variables: Severidad del
asma, Curva Flujo-Volumen, edad, sexo,
estrato  socioeconémico, uso  de
medicamentos, tipo de hospitalizacion,
namero de hospitalizaciones.

Anélisis estadistico: los resultados fueron
almacenados y codificados en una base de
datos en el programa Access database,
Microsoft Office 2007. Los grupos de
casos y controles fueron ajustados por
sexo y edad. Se realizd la estadistica
descriptiva: porcentajes de aparicién del
evento para las variables categoricas.
Asimismo, se analizdé el nivel de
asociacion para el desenlace atribuido a la
variante génica, mediante el célculo de
odds ratio (OR), prueba de ji al cuadrado
y el planteamiento de pruebas de
hipdtesis con el fin de determinar si
existia asociacion entre las variables y la
enfermedad o si no la habia. Se tomd un
nivel de confianza del 95% para evaluar
la significancia estadistica. Las pruebas
estadisticas se realizaron con los
programas Epidat version 3.1. Las
frecuencias de los alelos y genotipos se
estimaron por conteo directo de los
mismos. Se realizo el test de Chi
cuadrado para verificar si las frecuencias
observadas de los genotipos guardaban
concordancia con las esperadas bajo la
hipdtesis de Hardy-Weinberg.

Universidad Javeriana ubicada en la
ciudad de Bogotd desde febrero 2006
hasta febrero del 2008, que cumplieron
con los criterios de inclusién, propuestos
por el grupo de trabajo.

Estudio molecular

Presencia del polimorfismo Argl6Gly:
La extraccion de ADN se realizo
utilizando el estuche Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega) en
sangre total siguiendo las instrucciones
del fabricante. El polimorfismo del gen
ADRPB2 fue determinado por el método
descrito por Martinez et al., (6),
utilizando la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Para la deteccion de
este polimorfismo se amplifico el gen
ADRP2 con los cebadores las secuencias
Forward:
5'GCCTTCTTGCTGGCACCCCAT3/
Reverse
5'CAGACGCTCGAACTTGGCCATG3".
Con condiciones experimentales de PCR
descritas por Martinez et al., (6), con lo
que se obtuvo un fragmento de 168 pares
de bases y al digerir con la enzima de
restriccion Ncol y separar los productos
en gel de poliacrilamida, se evidenciaron
fragmentos de 146 y 22pb cuando el
genotipo era A/A (Argl6Arg), si el
genotipo era A/G (ArgléGly) los
fragmentos fueron 146, 128,22 y 18pb y
si el genotipo era G/G (Glyl6Gly) los
fragmentos fueron 128,22 y 18.

Presencia del polimorfismo GIn27Glu:
Para la deteccion de este polimorfismo se
utilizaron  los  mismos  cebadores
anteriormente citados por que este
polimorfismo estd en la misma region
codificante de Argl6Gly. Los productos
de la digestion con la enzima Bbvl se
llevaron a electroforesis en geles de
policrilamida al 12%, tefiidos con
bromuro de etidio y revelados con
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lampara de luz UV. El polimorfismo
GIn27Glu crea un sitio de restriccion para
la enzima Bbvl, de esta manera
fragmentos de 105 y 63pb corresponden

al  genotipo  G/G(GIn27GIn), los
fragmentos de 168, 105 y 63
corresponden al genotipo G/C

(GIn27Glu) y el genotipo C/C (Glu27Glu)
genera un fragmento de 168 pares de
bases.

Resultados

Descripcion ~ demogréfica de la
poblacién: Este estudio incluyd un total

de 129 individuos con una distribucion de
70 controles con diagnostico clinico de
asma y 59 controles escogidos con
criterio de exclusion. En cuanto a la
variable de la edad el rango mas
prevalente en ambos grupos estuvo entre
los 36 y 41 afios. En cuanto al género
hubo un cierto predominio del sexo
femenino (80/129) en ambos grupos vy la
variable de estrato social reflejo una
frecuencia mayor en el estrato 1 y 2 en el
grupo de casos, mientras que en el grupo
control tuvo una mayor frecuencia de
estratos mayor a 3. Tablal

Tabla 1. Distribucién de las variables demogréficas de la poblacién estudiada

Caracteristicas de la poblacion segun el género, edad y estrato
Rango de | Casos(n=70) | Controles(n=59) Total Valor
edad p

18-23 7(8%) 6(11%) 13(100%) | 0.9267
24-29 6(10%) 7(13%) 13(100%)
30-35 7(11%) 3(7%) 10(100%)
36-41 12(19%) 11(20%) 23(100%)
42-47 6(10%) 6(11%) 12(100%)
48 — 53: 9(14%) 6(9%) 15(100%)
54 — 59 6(10%) 5(9%) 11(100%)
>60 12(18%) 12(20%) 24(100%)
Total 65(100%) 56(100%) 121(100%)
Género
Femenino 43(64%) 39(65%) 81(100%) | 0.9322
Masculino 26(36%) 20(35%) 46(100%)
Total 70(100%) 59(100%) 129(100%)
Estrato
social
(1-2) 51(77%) 2(4%) 53(100%) | <0,001
>3 15(23% 53(96% 68(100%)
Total 66(100%) 55(100%) 121(100%)
Descripcion de los individuos asmaticos del paciente, se observd una mayor

El grupo control estuvo constituido por
70 individuos, en los cuales se valoro la
gravedad del asma segun los criterios del
estudio, la distribucion de las variables
del grupo asmatico de este estudio se
muestran en la tabla 2. De acuerdo con el
diagndstico de asma segun los sintomas

prevalencia de pacientes que tenian asma
severa persistente 35/70 individuos con
un porcentaje del (51%) sobre el total del
grupo. En el grupo de estudio la mayoria
de los pacientes 40/70 que represento un
total del (60%), presentaban asma severa.
En este estudio se tomo en cuenta la lista
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de medicamentos que estaban usando los
pacientes asmaticos, la distribucion de
los farmacos antiasméticos entre los
pacientes presentd una mayor frecuencia
de pB-Agonistas de corta accion (SABA),
61/70(35%) y también el uso frecuente de

Corticoesteroides 60/70(33%). En cuanto
a la asistencia clinica de estos pacientes
se observo una alta relevancia en el
servicio de urgencias, con un total de 923
ingresos. Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los individuas asmaticos en el estudio.

Pacientes asmaticos de este estudio(n=70)
Diagnostico de asma Total
severa persistente 39(51%)
moderada persistente 19 (30%)
Leve persistente 8(11%)
Leve intermitente 4(6%)
Total 67(100%)
Grupo de estudio
Asma severa 43(60%)
Asma no severa 27(40%)
Total 70(100%)
Tratamiento
B-Agonistas de corta 64(35%)
accion
B-Agonistas de larga 16(8%)
accion
Corticoesteroides 63(33%)
Anticolinergicos 23(23%)
Antileucotrienos 3(3%)
Teofilina 16(9%)
Total 185(100%
Asistencia Cinica
Medicina interna 498
Urgencias 923

Distribucion alélica y genotipica en la
poblacién de estudio.

Se determind la relacion existente entre
casos y controles de cada alelo de los
polimorfismos del ADR,. El alelo Argl6
mostré una frecuencia mayor que el alelo
Gly16 tanto en los controles como en los
casos (Tabla 3). El alelo GIn27 mostr6
también una mayor frecuencia en relacion

con alelo Glu27 en ambos grupos. (Tabla
4).

La poblacion de este estudio no se
encontraba en equilibrio de Hardy-
Weinberg, debido a que se estima que un
valor de p menor de 0,05 indica
desviacion del equilibrio y como para el
polimorfismo Argl6Gly en el grupo de
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los casos el valor de p fue 0,014 y para el
grupo control 0,0019, se estimo que
ambos grupos estaban en desequilibrio
(Tabla 3). En cuanto al polimorfismo
GIn27Glu el valor de p para el grupo de
los casos fue 0,013 y para el grupo
control de 0.17 (Tabla 4), pese a esto, los
resultados  indicaron  que  ambas

poblaciones no diferian
significativamente en sus frecuencias
alélicas y genotipicas Dichas

estimaciones fueron realizadas por el
programa Genepop version 3.4 por el
metodo cadenas de  Markov,
respectivamente para cada grupo de
individuos y para cada polimorfismo.

Tabla 3 Distribucion de las frecuencias Genéticas en la poblacion del Polimorfismo

Argl6Gly del ADR;

Polimorfismo | Alelos y Genotipos Casos(n=70)/ | controles(n=59)/
Frecuencia Frecuencia
Argl6Gly Alelo A Argl6 98/(0.70) 84/(0.71)
G Gly16 42/(0.30) 34/(0.29)
Genotipo | A/A | Argl6Arg | 30/(0.43) 25/(0.42)
A/G | Argl6Gly | 38/(0.54) 34/(0.58)
G/G | Glyl6Gly | 2/(0.03) 0
HW p=0,014 p =0,0019

*HW: equilibrio de Hardy Weinberg.
Valor de p con nivel de confianza del 95% para equilibrio de Hardy Weinberg, p<0,05 indica desequilibrio de Hardy

Weinberg.

Tabla 4 Distribucion de las frecuencias Genéticas en la poblacion del Polimorfismo

GIn27Glu del ADR;

Polimorfismo | Alelos y Genotipos Casos(n=70) | Controles(n=5
[Frecuencia 9)/Frecuencia

GIn27Glu Alelo C GIn27 82/(0.59) 83/(0.70)

G Glu27 58/(0.41) 35/(0.30)

Genotipo | C/C | GIn27GIn | 19/(0.27) 27/(0.46)

C/G [ GIn27Glu | 44/(0.63) 29/(0.49)

G/G | Glu27Glu | 7/(0.10) 3/(0.05)

HW p=0.013 p=0.17

*HW: equilibrio de Hardy Weinberg.

Valor de p con nivel de confianza del 95% para equilibrio de Hardy Weinberg, p<0,05 indica desequilibrio de Hardy

Weinberg.

Asociacion de los polimorfismos con el
asma entre casos Yy controles.

Al determinar la asociacion entre los
genotipos del polimorfismo Argl6Glyl6
entre los casos y controles no fue posible
establecer una relacion entre el
polimorfismo y el asma. En la tabla 5 se
observa una mayor frecuencia del

genotipo Argl6eGlyl6 tanto en casos y
controles en comparacion con los demas
genotipos. Al realizar la asociacion del
polimorfismo GIn27Glu27 en el grupo de
casos y controles no se encontrd ninguna
relacion estadisticamente significativa. El
genotipo que presento mayor frecuencia
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en ambos grupos fue Glu27/Glu27
En este estudio no se encontraron
diferencias significativas en la
distribucion de las frecuencias alélicas y
genotipicas de los dos polimorfismos
analizados entre pacientes y controles (P
> (0.05), asi como tampoco se evidencid
un mayor riesgo de presentar la

(Tablab).

enfermedad asociado a la presencia de un
polimorfismo determinado, ni a un
genotipo particular (OR<1), lo que
sugiere que los polimorfismos del
ADRPB2, probablemente no estaban
asociados con la fisiopatologia de la
enfermedad.

Tabla 5. Asociacion de las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismoss

Argl6Gly y GIn27Glu entre casos y controles

Asma | Control Estadistico
Polimorfismo Alelos y Genotipos (N=70) [ (N=59)
Argl6Gly Alelo A Argl6 | 98(0.70) | 80(0.70 OR=1,0
G Gly16 [ 42(0.29) | 34(0.30) | IC 95%: [0,61-1,8])
valor p =0,83
Genotipo | A/A | Arg16Arg | 30(0.47) | 25(0.41) OR=0.8
A/G | Argl6Gly | 38(0.50) | 34(0.59) IC 95%:[0,4-1,7]
GIG | Gly16Gly | 2(0.03) | 0(0) Valor de p=0,41
GIn27Glu Alelo C GIn27 | 82(0.61) | 83(0.70) OR=161C
G Glu27 | 58(0.39) | 35(0.30) 95%.[0,99-2,8]
valor p=0,04
Genotipo | C/C | GIn27GIn | 19(0.27) | 27(46) OR =17
04" -
C/G | GIn27Glu | 44(0.63) | 29(0.49) '\,Ca?o‘r’rﬁé[gfg’, gg
G/G | Glu27Glu | 7(0.10) | 3(0.05%)

Asociacion de haplotipos entre casos y
controles

Para este punto se realizd un analisis
comparativo de los haplotipos
Argl6GIn27, Argl6Glu27, Gly16GIn27 y
Gly16Glu27 entre los casos y controles.
En la composicion de la muestra se
observo que el haplotipo mas frecuente
fue Argl6GIn27, debido a que se
encontré en el 51% de los casos Yy en el
56% de los controles. Por otro lado, se
encontré que el haplotipo Glyl6GIn27
fue el menos frecuente en comparacion
con los 3 haplotipos restantes.

El valor estadistico comun para todos los
niveles  (Argl6GIn27,  ArgleGlu27,
Gly16GIn27, Gly16Glu27), fue menor a
0,05 (p=0,011), lo que sefialo que habia
una diferencia entre alguno de los
diferentes  niveles de  exposicion
(Haplotipos) entre los casos y controles.
Debido a esto se cuantifico el grado de
relacién existente entre alguna de las
variables. De esta manera se evidencio
que los haplotipos Glyl16GIn27 vy
Gly16Glu27 diferian significativamente,
ya que se encontr6 que el haplotipo
Gly16Glu27, era mas frecuente en el
grupo de los casos con un 22% en
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comparacion con los controles que tuvo
una frecuencia del 14%. El resultado de
este analisis mostro un odds ratio de 1.69
(IC 95%:[1,04;2,7]), indicando por lo

tanto, una asociacion entre el antecedente
(‘haplotipo: Glyl6Glu27) y la enfermedad
(asma).

Tabla 5 Distribucion Haplotipica de los polimorfismo del ADRp2

Haplotipo Casos Controles Estadistico
(n=70) (n=59)
Argl6GIn27 | 142(51%) | 132(56%) 0.R:1.0
Argl6Glu27 | 54(19%) 36(16%) | OR:1,39 (IC 95%: [0,85;2,2])
Gly16GIn27 22(8%) 34(14%) OR:0,60 (IC 95%: [0,3;1,08])
Gly16Glu27 | 62(22%) 34(14%) | OR:1,69 (IC 95%: [1,04:2,7])
Total alelos | 280(100%) | 236(100%) Valor de p=0,011

Discusion

De los receptores B-adrenérgicos, el gen
ADRP2 (5q31-33) que codifica para el
B2- Adrenoreceptor ha sido el més
investigado en estudios genéticos del
asma, esto se basa en el hecho de limitar
la bdsqueda a genes que, como este, estén
localizados en é&reas cromosdmicas
ligadas al asma. Cuatro de los nueve
polimorfismos reportados para este gen
resultan en sustituciones de aminoacidos
en las posiciones 16, 27, 34 y 164, que
con excepcion del 34, todos alteran la
funcién del receptor (7). Al parecer, estos
polimorfismos funcionales modifican el
fenotipo de la enfermedad. Por lo tanto,
se ha propuesto que variaciones en la
secuencia de este gen tienen una
contribucion diferencial en la enfermedad
entre las poblaciones y aun entre los
individuos (8); también se ha observado
una asociaciéon importante con la
respuesta al tratamiento y con la gravedad

de la misma (9). Los polimorfismos del
B2-adrenoreceptor ADRP2, también se ha
relacionado con otros fenotipos asociados
con la entidad como hiperreactividad
bronquial (10), y tanto el polimorfismo
Gly16 como el GIn27 se han relacionado
con susceptibilidad al asma (11,12 ,13),
sin embargo, otros reportes no han
encontrado dicha correlacion. Entre tanto,
algunos estudios in vitro han demostrado
que los polimorfismos del ADRPB2 pueden
alterar el proceso de la transduccion de
seflales de este receptor, evidenciado
porque los dos polimorfismos han sido
asociados con alteraciones en la expresion
del receptor, “Downregulation”, o en el
desacoplamiento  del  receptor, en
respuesta a los 2. agonistas del ADRP2
(14). De esta manera, resulta el gran
interés de estudiar el gen ADRB2 y sus
polimorfismos mas frecuentes o alelos
silvestres Argl6 y GIn27 (15).

106



En este estudio, la desviacion del equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) pudo haberse dado
principalmente por factores como: la migracion
(flujo genético), selecciéon y mutaciéon (16). En
este hecho se toma en cuenta que Colombia se
caracteriza por ser el resultado de la mezcla de
tres grupos principales: indigenas, espafioles y
africanos, a los que se le sumaron importantes
grupos de inmigrantes provenientes de otros
paises europeos y de Oriente Medio. Como
consecuencia de esto, Colombia ha sido uno de los
paises latinoamericanos con mayores
consecuencias socioculturales generadas por la
llegada de los conquistadores espafioles en 1492,
hecho que produjo un mestizaje entre diferentes
etnias, el cual se prolonga desde la época de la
Conquista y la Colonia (siglos XVI al XIX) con
importantes variaciones regionales hasta hoy dia
(16) (17). Entonces para contextualizar el término
“mezcla” se debe considerar que es la unioén de
dos poblaciones genéticamente diferentes. De
manera que en nuestro caso, la variante Argl6Gly
se pudo haber generado por dos grupos
hipotéticos, uno formado exclusivamente por
individuos homocigotos Argl6Arg y el otro por
homocigotos Gly16Gly, lo que significé un
cambio importante en la relacién con cada uno de
los grupos iniciales. El problema para la
aplicacion de este planteamiento es que en la
actualidad el Unico dato con el que se cuenta es la
frecuencia del gen en la poblacion Mestiza,
mientras que las frecuencias de las poblaciones
bases (espafiola, indigena, africana) son obtenidas
de la literatura o de bases de datos, aceptando, asi,
que son iguales o similares a las existentes cuando
ocurrié la mezcla génica.

Por consiguiente, sefialando que el desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg se haya dado por la
gran variabilidad poblacional en nuestro pais,
debemos considerar también que la baja
frecuencia de los homocigotos Glyl6Gly vy
Glu27Glu encontrados en este estudio, se deban a
una desventaja adaptativa de los individuos de
esta poblacién, mientras que el mayor ndmero de
heterocigotos ~ Argl6Gly  podrian  permitir
conservar la diversidad genética (Genotipos o
polimorfismos) en la poblacion, debido a que
podrian tener una mejor adaptacion a las
condiciones ambientales. Con respecto a los
pacientes, se podria pensar que el asma no solo
estaria asociada a la condicidn heterocigota de los
genotipos ArgGlylé y GInGlu27 de manera
independiente  sino mas probablemente al
haplotipo que los incluye a los dos Gly16/Glu27.

Esto se deduce debido a que los resultados de este
estudio mostraron una alta frecuencia del
haplotipo Gly16/Glu27, en los individuos con
asma.

Una posibilidad alterna para comprender la falta
de equlibrio de Hardy-Weinberg es que las
variantes del gen ADRP2 atraviesen un barrido
selectivo, en donde la seleccion positiva y
balanceante se inicia por la distribuciéon en la
poblacion de los alelos recientemente
seleccionados y se mantiene asi hasta su fijacion o
hasta que sean seleccionados [98].Sumado a esto,
como el gen ADRP2 tiene un proceso evolutivo
dindmico, se hace dificil determinar su régimen
selectivo fundamental (18).

Las variantes polimorficas de los genes ADRfB2
han sido asociadas con tres condiciones muy
frecuentes: asma, obesidad e hipertension,
enfermedades que se han ido difundiendo en las
poblaciones humanas probablemente porque los
alelos Glyl6 y Glu27 son susceptibles a los
cambios ambientales y al estilo de vida (18).

Conclusiones

Las frecuencias alélicas y genotipicas
para los polimorfismo Argl6Gly vy
GIn27Glu detectadas en este andlisis, no
fueron estadisticamente significativas
entre casos y controles.

Los resultados de este estudio
identificaron un efecto de susceptibilidad
de los alelos Gly16 y Glu27, como parte
de un haplotipo, OR: 1,69 (IC 95%:
[1,04; 2,7]) Valor de p=0,011. Esto
justifica futuras investigaciones en
estudios mas amplios y en otras
poblaciones.

Los valores de las frecuencias alélicas de

este estudio, fueron cercanos a los
reportados en otra poblacién de
Colombia.

Estos resultados apoyan el papel de estos

polimorfismos en la susceptibilidad al
desarrollo del asma.
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