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RESUMEN

Introduccién. El asma es una enfermedad inflamatoria crénica de las vias aéreas infe-
riores, genéticamente heterogénea, asociada a una obstruccién variable del flujo de
aire, con un claro componente hereditario y es el resuttado de la interaccién de mdl-
tiples regiones genéticas entre s y con factores ambientales, aunque poco se cono-
ce acerca de sus causas. El asma afecta a mds de 300 millones de personas en todo
el mundo, es la enfermedad no transmisible mds frecuente en los nifios donde la ma-
yoria de las exacerbaciones obedecen a un desencadenante externo. Los polimor
fismos pueden ser responsables de cambios en la expresion de los genes (aumento,
disminucidn o ningdn efecto). Ciertas variaciones genéticas en la expresion de algu-
nos genes podrian tener un efecto sobre el asma y explicar; en parte, algunas caracte-
risticas especificas y la predisposicién individual a desarrollar esta enfermedad. En un
amplio estudio del genoma, mediante el andlisis de mdittiples marcadores de polimor
fismos de nucledtidos Unicos (SNP) en poblaciones europeas se detectaron SNP en
el cromosoma 72| fuertemente asociados con asma en la infancia, entre ellos el
rs7216389. En otro estudio de nifios norteamericanos con asma, analizaron SNP del
cromosoma |g31, entre ellos el rs2786098 mas fuertemente asociado con asma. Sin
embargo, los factores de riesgo genético para asma han demostrado variar dentro y
entre poblaciones.

Objetivo. Analizar en nifios asmédticos de Argentina y en un grupo control la frecuen-
cia genotipica de dos SNP (157216389 y rs2786098) descriptos en dos cromosomas
diferentes (17q21 vy 1g31, respectivamente) y su asociacidn como marcadores de
susceptibilidad de padecer asma.

Materiales y métodos. Se estudiaron nifios de ambos sexos, menores de |8 afios,
que concurrieron a la consulta por afecciones respiratorias compatibles con asma a
un Servicio de Alergia de un Hospital de Nifios de Cdrdoba. Segin la informacion
obtenida en la anamnesis, examen fisico y prick tests fueron incluidos en el trabajo
como grupo problema. El grupo control fueron nifios menores de |8 afios. Luego de
que sus padres firmaron el consentimiento informado y los nifios mayores a 7 afios
dieron su asentimiento para participar del trabajo de investigacion, se tomaron mues-
tras de sangre para la extraccién de ADN, realizacién de PCR y la determinacion de
los SNP rs7216389 y rs2786098 a través de la digestién con enzimas de restriccion
Nsil y Hhal respectivamente. Del andlisis de restriccién para esas enzimas se obtu-
vieron las frecuencias de los diferentes genotipos en los grupos estudiados.Los ale-
los que presentaron sitio de corte se designaron n'y h para Nsil y Hhal y los que no
presentaron sitio de corte Ny H para Nsil y Hhal respectivamente.

Resuttados. En el sitio polimdrfico Hhal, los grupos mostraron una distribucién ge-
notipica diferente: los genotipos HH y Hh fueron mds abundantes en el grupo con-
trol respecto a pacientes con asma (71,43 vs. 21,87%). Por el contrario, el genotipo
hh fue mds abundante en el grupo de pacientes con asma respecto al grupo con-
trol (78,12 vs. 28,57% respectivamente). En relacién al genotipo hh, se observé ma-
yor frecuencia entre pacientes con asma con respecto al genotipo HH o Hh (odds
ratio [OR]=8,93; intervalo de confianza del 95% [IC95%: 2,76-28,84]) de manera sig-
nificativa (p< |e-4). Por otro lado, en el sitio polimdrfico Nil los grupos mostraron
una distribucién genotipica semejante, es decir que no hubo asociacién significativa
de este SNP en los grupos estudiados.

Conclusién. Se establecieron las frecuencias alélicas y genotipicas para los dos SNP
rs7216389 y rs2786098 en las dos poblaciones de estudio casos-controles prove-
nientes de una muestra de la ciudad de Cdrdoba, Argentina. Se evidencié la asocia-
cidn de estos polimorfismos con el riesgo de padecer asma en la infancia. Se encon-
rd relacion estadisticamente significativa entre el genotipo hh y asma. Este hallazgo
permitiria proponer este polimorfismo como un indicador de riesgo de padecer
asma en la infancia.El andlisis de variantes genéticas como factores de riesgo de pade-
cer asma pueden ser Utiles en la identificacién del subtipo de asma y en la determi-
nacién de fenotipos intermedios y son de suma importancia para el futuro desarrollo
de estrategias preventivas primarias para la enfermedad.
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ABSTRACT

Introduction. Asthma is a chronic inflammatory disease of the airways gene-
tically heterogeneous associated with a variable obstruction of air flow, with a
clear hereditary component, it is the result of the interactions of multiple gene-
tic regions between themselves and with environmental factors. However litt-
le is known about its causes. Asthma affects more than 3 hundred million people
through the world. It is the most frequent non-transmissible disease in children
where most of the exacerbations obey to an external trigger: Polymorphisms can
be responsible for changes in the genetic expression (increase, decrease, or no
effect). Certain genetic variations in the expression of some genes could have
an effect on asthma and explain partly some specific characteristics and the in-
dividual predisposition to develop this disease. In abroad genome study by the
analysis of multiple markers of Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) in Euro-
pean populations,SNP were detected in 1721 chromosome strongly associated
with childhood asthma, among them rs7216389. In another study of north-ame-
rican kids with asthma, SNP was analized in the chromosome g3 1, among them
rs2786098 was more strongly associated with asthma. However; the genetic risk
factors for asthma have been proven to vary within and among populations.
Purpose. To analyze in asthmatic children of Argentina and in a control group,
the genotypic frequency of two SNPs (rs7216389 and rs2786098) described
in two different chromosomes (17g21 and g3 respectively) and their asso-
ciation as markers of asthma susceptibility in children.

Materials and methods. Kids were studied of both sexes under 18 years old, that
attended consult for breathing problems compatible with asthma to the division
of allergy at a pediatric Hospital in Cordoba. According to the information ob-
tained in the anamnesis, physical examination and PRICK tests were included in
the study as a problem group. The control group were children under |8 years
old. According to the information obtained in the anamnesis, physical examina-
tion and PRICK tests were included in the study as a problem group. The con-
trol group were children under |8 years old. After the parents signed informed
consent and children over 7 years of age gave their agreement to be part of the
research study. Blood samples were taken for DNA extraction, PCR and deter-
mination of SNPs 7216389 and 2786098 through digestion with Nsil and Hhal
restriction enzymes respectively. From the restriction analysis for these enzymes,
the frequencies of both genotypes in the groups studied were obtained. The alle-
les that presented cutting site were assigned n and h for Nsil and Hhal and those
that did not present cutting site N and H for Nsil and Hhal respectively.

Results. At the Hhal polymorphic site, the groups showed a different genotypic dis-
tribution: the HH and Hh genotypes were more abundant in control compared
to patients with asthma (71,43% vs 21,87%). On the other hand, the hh genotype
was more abundant in the group of patients with asthma than in the control group
(78.129% vs 28.57% respectively). In relation to the hh genotype, a higher frequen-
cy was observed among patients with asthma with respect to the genotype HH
or Hh OR = 893 (95% Cl: 2.76-28.84) significantly (P <le-4). Respect to the Nisil
polymorphic site the groups showed a similar genotypic distribution, meaning that
there was no significant association of this SNP in the groups studied.
Conclusion. The allelic and genotypic frequencies for the two SNP rs7216389
and 2786098 were established in the two case-control study populations from
a sample from a province of Argentina. The association of these polymor-
phisms with the risk of suffering asthma in childhood was evidenced. A sta-
tistically significant relationship was found between the hh genotype and asth-
ma. This finding would allow us to propose this polymorphism as an indicator
of the risk of developing asthma in childhood. The analysis of genetic variants as
risk factors for asthma may be useful in the identification of the asthma subty-
pe and in the determination of intermediate phenotypes and are of great im-
portance for the future development of primary preventive strategies

Key words: asthma, Pediatrics, polymorphisms.
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INTRODUCCION

Fl asma es una enfermedad inflamatoria crénica de las vias
aéreas inferiores caracterizada por una obstruccién varia-
ble del flujo de aire, con sintomas que incluyen episodios
recurrentes de obstruccién bronquial que revierten espon-
tdneamente o por accién de la medicacién’. Estudios gené-
ticos relacionados con el asma revelan que se trata de una
enfermedad compleja y heterogénea con un claro compo-
nente hereditario, aunque no se adapta a un patrén clésico
de herencia mendeliana, sino que es el resultado de la inte-
raccién de multiples regiones genéticas entre si y con fac-
tores ambientales?,

Los polimorfismos pueden ser responsables de cambios
en la expresion de los genes (aumento, disminucién o
ningun efecto). Ciertas variaciones genéticas en la expre-
sion de algunos genes podrian tener un efecto sobre el
asma y explicar, en parte, algunas caracteristicas especifi-
casy la predisposicién individual a desarrollar esta enfer-
medad®. Recientemente se ha realizado un amplio estu-
dio del genoma, mediante el andlisis de multiples marca-
dores de polimorfismos de nucledtidos tinicos (SNP) en
poblaciones europeas®, detectdndose SNP en el cromoso-
ma 17q21 fuertemente asociados con asma en la infancia
y ademds fuertemente asociados con los niveles de trans-
criptos del gen ORMDL3 >. Entre esos polimorfismos se
destaca por su alto grado de asociacién con la enferme-
dad el SNP 157216389 detectado en el gen GSDML y
que es adyacente a ORMDL3. Posteriormente otros au-
tores intentaron confirmar estas asociaciones entre las
variantes genéticas y asma y apoyaron la relacién entre el
marcador rs7216389 y asma en la infancia, en muestras
poblacionales de Japdn, Escocia, China y México®!°.

Por otra parte, se realizé un estudio en dos grupos de ni-
fl0s norteamericanos con asma, uno con ancestros de ori-
gen europeo y otro africano, en el que analizaron por pri-
mera vez polimorfismos correspondientes al cromosoma
1g31'". De estos polimorfismos, el SNP rs2786098 detec-
tado en el gen CRBI fue el mds fuertemente asociado con
asma en los individuos con ancestros europeos y también
signiﬁcativamente asociado con asma en los nifios con an-
cestros de origen africano.

En contraste con los estudios genéticos llevados a cabo
en relacién al asma, las investigaciones sobre sus cau-
sas ambientales son mucho mds escasas. La influencia del
medioambiente en el desarrollo de asma debe ser tenida
en cuenta, considerando el rdpido incremento de la pre-
valencia de esta enfermedad y otros desérdenes respirato-
rios en nifios durante las tltimas décadas'% Al respecto, es-
tudios epidemiolégicos sugieren que la exposicién créni-
ca a contaminantes relacionados con el trifico automo-
tor, plantas petroquimicas, particulas procedentes de la in-

Polimorfismos y asma en Pediatria | Orellana JC y cols.

dustria, etc., tienen efectos adversos sobre el desarrollo y
funcién pulmonar e incrementan la mortalidad y/o mor-

bilidad respiratoria en nifios'*!®

s especialmente en ciu-
dades altamente contaminadas de paises en desarrollo”.
Ademis, el estudio de poblaciones del mismo origen étni-
co pero que divergen en la exposicidn a ciertos medioam-
bientes, como por ejemplo entre poblaciones rurales y ur-
banas son argumentos convincentes® y han generado un
marcado interés por establecer la influencia que tendria la
exposicién a contaminantes del aire. Determinados facto-
res medioambientales juegan un rol considerable. Entre
estos factores ambientales se ha identificado por ejem-
plo que la exposicién al humo del tabaco a una edad tem-
prana constituye un riesgo de desarrollar asma e interac-
tia con la susceptibilidad genética de desarrollar la enfer-
medad?"?. Particularmente, Bouzigon et al.* concluye-
ron que el incremento en el riesgo de padecer asma con-
ferido por variantes genéticas del cromosoma 17g21 pa-
rece estar restringido a un comienzo de la enfermedad en
una edad temprana (cuatro afios o menos) y que el ries-
go es ain mds incrementado por la exposicién a humo de
tabaco del medioambiente a una edad temprana. En este
sentido, se ha sugerido que este hallazgo que relaciona la
edad y el rol de la exposicidn temprana al humo de tabaco
requiere confirmacién por nuevos estudios*.

En base a los antecedentes expuestos se pretende analizar
la contribucién al riesgo de padecer asma, en nifios de una
provincia argentina, a los polimorfismos en los cromoso-
mas 17q21 (SNP rs7216389) y 1q31 (SNP rs2786098) y
su asociacion a la susceptibilidad genética en el desarrollo
del asma.

MATERIALESY METODOS

TIPO DE ESTUDIO

Investigacién de tipo observacional — transversal de casos
y controles sobre pardmetros genéticos en un grupo de ni-
fios con asma y un grupo control.

COMITE DE ETICAY CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Este estudio de investigacién fue aprobado por el Comité
de Etica del Polo Sanitario del Nifio y del Adulto (CIEIS)
y registrado en el Registro Provincial de Investigacidon
en Salud (RePIS) con el N° 012. El estudio se realizé de
acuerdo con los principios de la Declaracién de Helsinki.
A todos los pacientes se les informé en qué consiste el tra-
bajo de investigacidn y se les solicitd la firma del consenti-
miento informado a los padres y de asentimiento a los ni-
fios mayores de 7 afios para participar en el estudio.

POBLACION DE ESTUDIO

Ninos de ambos sexos, menores de 18 afios que concu-
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TABLA |. Caracteristicas de los SNP estudiados.

NP
" AAIC

SNP rs Cambio denucleétido Primers Longitud de los fragmentos amplificados
F 5 CCAGCCAATTGGGAAATAAA 3’

17q21 7216389 T R 5’ TGCCTCCAAAACCTAGCAGT 3 574 pb

Iq31 2786098 A/C F 5 TCATATCCCATCTCCTTGGC 3 491 pb

R 5"TCAGGTTAAATCCAGGTTATCC 3°

pb: pares de bases.

rrieron al Servicio de Alergia de un Hospital de nifios de
Cérdoba y con diagnéstico clinico de asma segtin lo esta-
blecido por GINA, The Global Initiative for Asthma®?*.
Todos fueron evaluados clinicamente (examen fisico y
anamnesis) para descartar otras patologias, sc les realizé
tests cutdneos mediante la técnica de prick test y espiro-
metria en aquellos pacientes que pudieron colaborar con
la técnica. Este grupo de pacientes con asma fue conside-
rado la poblacién problema. El grupo de nifios menores
de 18 afios que requerfan estudios prequirtrgicos de ru-
tina por cirugias menores no urgentes, previamente sanos
y con examen fisico normal al momento del estudio fue
considerado como la poblacién control.

RECOLECCION DE MUESTRAS

Se tomaron muestras de sangre por puncién venosa y con
anticoagulante a todos los pacientes de la poblacién proble-
may la poblacién control. Todos los nifios de la poblacién
problema fueron evaluados confeccionando una Historia
Clinica disefiada para tal fin para descartar otras patologfas.

EXTRACCION DE ADN

Se realizé la extraccién de ADN a partir de nucleos ce-
lulares de los globulos blancos de sangre periférica anti-
coagulada mediante el procedimiento CTAB modifica-
do?. En este procedimiento la sangre total se homogeni-
za con Tris-HCI 10 mM pH 7,5 y EDTA 10 mM pH 8 y
se centrifuga descartando el sobrenadante y recuperando
el pellet, resuspendiéndolo en solucién CTAB 2%. El pe-
llet resuspendido se incuba 1 hora a 60°C. Al cabo de di-
cho tiempo se agrega cloroformo-alcohol isoamilico 24/1
v/vy se centrifuga a méxima velocidad recuperando la fase
superior para precipitar el ADN extraido con isopropanol
y posteriormente lavarlo con etanol 70%. Con el propdsi-
to de constatar la extraccién de ADN, los extractos fueron
visualizados en geles de agarosa al 1% tefidos con bromu-
ro de etidio. En el gel se sembré 10 uL del ADN genémico
extraido para cada muestra con 1,5 pL de buffer de corrida.

DETECCION DE POLIMORFISMOS

DE NUCLEOTIDO UNICO (SNP)

Para detectar ambos SNP se realizaron las siguientes téc-

nicas de biologfa molecular:

A. Disefio de primers especificos: se disefiaron oligonu-
cledtidos complementarios con cada una de las hebras
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de ADN en los extremos del segmento de interés (pri-
mers), para la amplificacién de cada regién de ADN
donde se encontrarfan los polimorfismos, a partir de
secuencias de esas regiones en humanos existentes en el
Banco de Genes. A través de la pagina web www.idtd-
na.com/ANALYZER/Applications/OligoAnalyzer, se
verificé que los primers diseniados no formaran dimeros
ni horquillas y se determiné la temperatura de melting
4ptima para cada uno de ellos (Tabla 1).

B. Amplificacién de ADN: los fragmentos de ADN se
amplificaron mediante el método de la reaccién en ca-
dena de la polimerasa (PCR). Las reacciones de amplifi-
cacién se llevaron a cabo mediante un Ciclador Térmico
Professional Basic (Biometra). Las amplificaciones para
la deteccidn del rs7216389 fueron en 25 pl de una so-
lucién que contenta: Tris-HCI (10 mM, pH=8,3), KCl
(50 mM), MgCl, (1,5 mM), los cebadores de cada reac-
cién (10 uM), dN'TPs (200 uM de cada uno), ADN ex-
traido y 1 U de ADN polimerasa Go. Las condiciones
de ciclado fueron una primera etapa a 94°C durante 5
min de desnaturalizacién inicial, seguido de 35 ciclos de
35 sa94°C, 60 s a 60,6°C y 60 s a 72°C, con un ctapa
de extensién final 2 72°C por 5 min. Las amplificaciones
para la deteccidn del rs 2786098 fueron en 25 pl de una
solucion que contenfa: Tris-HCI (10 mM, pH=8,3),
KCI (50 mM), MgCl, (3 mM), los cebadores de cada re-
accién (10 uM), dN'TPs (200 uM de cada uno), ADN
extraido y 1 U de ADN polimerasa Go. Las condicio-
nes de ciclado fueron una primera etapa a 94°C duran-
te 5 min de desnaturalizacion inicial, seguido de 35 ci-
clos de 35 s294°C, 60 s 2 61,8°C y 60 s 2 72°C, con un
etapa de extensidn final a 72°C por 5 min. Con el pro-
posito de constatar la correcta amplificacion de los seg-
mentos de ADN, los productos de PCR fueron visua-
lizados en geles de agarosa al 1% tenidos con bromuro
de etidio. En el gel se sembré 10 ul del ADN genémi-
co extraido para cada muestra con 1,5 pl de buffer de co-
rrida. También se sembré el marcador de tamafio mole-
cular 1 Kb DNA ladder (Invitrogen lifetechnologies) a
fin de estimar la concentracién de ADN gendmico total
obtenido en la extraccién. Todas las extracciones se con-
servaron en buffer TE a —=20°C. Los productos de PCR
se purificaron mediante un 4i de purificacién de PCR
(QIAquick, QIAGEN) para verificar la amplificacién

de la regién correcta y confirmar la presencia de los po-
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TABLA 2. Secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccion Nsil, Hhal y longitud de los fragmentos obtenidos tras la diges-

tion enzimatica.

SNP Enzima de restriccion Sitio de restriccion Longitud de los fragmentos detectados
) Ty .
17q21 Nisil 57ATGCA T 3, Alelo N: 574 pb
3’ T,ACGTA 5 Alelo n:394 pb + 180 pb
5 GCG'C ¥ Alelo H: 491 pb
931 Hhal Y E,CEER Alelo h: 261 pb + 230 pb

pb: pares de bases.

TABLA 3. Frecuencia de los diferentes genotipos correspondientes a los sitios polimérficos Hhal y Nsil en grupo control y en grupo pa-

cientes con asma.

Genotipos Grupo control Pacientes con asma
Frecuencia observada Frecuencia esperada Frecuencia observada Frecuencia esperada
n % % n % %
Hhal
HH o Hh 20 71,43 71,41 7 21,87 28,65
hh 8 28,57 28,69 25 78,12 71,35
Nil
NN 5 19,23 19,56 2 8,69 9,26
Nn 13 50,00 49,76 10 43,48 42,38
nn 8 30,77 31,1 I 47,8 48,36

limorfismos descriptos en humanos mediante secuencia-
miento directo.

C. Secuenciamiento de ADN: las reacciones de secuen-
ciamiento se llevaron a cabo mediante el método de ter-
minacién de sintesis de cadena con didesoxinucleétidos
(Sanger ct al,, 1977), utilizando un secuenciador auto-
mitico (ABI Prism 377, Applied Biosystems). Los pri-
mers utilizados para las reacciones de PCR fueron tam-
bién empleados para el secuenciamiento de sus produc-
tos. Se determinaron las secuencias en ambas hebras de
los fragmentos de ADN a analizar.

D. Detecci6én de los SNP: para detectar los SNP propues-
tos en un gran nimero de muestras, se utilizd el anali-
sis de restriccion para la digestién de los fragmentos de
ADN amplificados por PCR. Las enzimas de restriccién
se analizaron mediante el programa NEB Cutter 2.0. A
partir de los patrones electroforéticos obtenidos se deter-
minaron los distintos genotipos. Por convencién se de-
signaron con mintscula aquellos alelos que presentaron
sitio de corte para la enzima correspondiente (ny h para
Nsil y Hhal, respectivamente) y con mayuscula aquellos
alelos que no presentaron sitio de corte (N y H para Nsil
y Hhal respectivamente). En la Tabla 2 se detallan los si-
tios de reconocimiento de cada enzima y las longitudes
de los fragmentos correspondientes a los distintos alelos,
tras la digestion con las enzimas de restriccion.

La digestion para el SNP 17q21 fue realizada con 10 U/
ml de la enzima Nsil y para el SNP 7q31 fue realizada con
10 U/ml de la enzima Hhal (Thermoscientific, Promega)
resuspendidas en buffer constituido por tris-acetato 33
mM pH=7,9, acetato de magnesio 10 mM, acetato de po-
tasio 66 mM y 0,1 mg/ml de albiimina de suero bovino, a
37°C durante 12 horas.

La determinacién de los polimorfismos se realizé luego de
la digestion de los productos de PCR mediante su separa-
ci6n en geles de agarosa al 1% tenidos con bromuro de eti-
dio (RFLP-PCR). En el gel se sembré 10 pl del producto de
digestion de cada muestra con 1,5 pl de buffer de corrida.
También se sembré el marcador de tamafio molecular 1Kb

DNA /ladder (Invitrogen life technologies).

ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos se analizardn por medio de un software SPSS
para Windows XP versién 17 (SPSS, Inc, Chicago, IL,
USA). Se utilizé el test de Chi cuadrado para compa-
rar las frecuencias genotipicas observadas con aquellas
esperadas en caso de cumplirse el equilibrio de Hardy
Weinberg. La asociacién de los genotipos correspon-
dientes a los diferentes sitios polimérficos con los fac-
tores medioambientales se analizaron mediante el test
de ANOVA. Las diferencias se consideraron estadisti-
camente significativas cuando p<0,05.

RESULTADOS

AMPLIFICACION DE LOS FRAGMENTOS DE ADN
Se extrajo ADN de 28 muestras pertenecientes a la po-
blacién control y 23 a la poblacién problema para el
SNP 17921 y de 26 muestras pertenecientes a la pobla-
cién control y 32 a la poblacién problema para el SNP
1q31. Para los SNP estudiados se disefiaron los primers
especificos que lograron amplificar un solo fragmento
de ADN para cada uno. En la Figura 1 se puede obser-
var el fragmento amplificado para SNP 17q21 y para el
1q31. Los fragmentos amplificados por PCR se secuen-
ciaron y esto permitié confirmar que se trataba de las
secuencias descadas para cada SNP.
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Figura |. Producto de amplificacién de ADN para rs7216389.
a. Marcador de PM. b. Ampliconpara rs7216389. c. Amplicon de
para rs2786098. d. Control positivo de beta actina 200pb.

ANALISIS DE RESTRICCION

Los fragmentos amplificados para los dos SNP estu-
diados se sometieron a digestién con sus respectivas
enzimas de restriccién segtin Tabla 2 y se obtuvieron
patrones de corte segun la presencia de uno y otro ale-
lo en la muestra analizada. En la Figura 2 se observan
como ejemplo, los resultados obtenidos para el andlisis
de restriccién para el SNP 1q31 con la enzima Hhal.

FRECUENCIAS ALELICAS EN EL GRUPO
CONTROLY EN LOS PACIENTES CON ASMA:
Los fragmentos amplificados para ambos SNP se so-
metieron a digestién con las enzimas de restriccidn se-
gun Tabla 2 y se obtuvieron los fragmentos correspon-
dientes a los alelos H y h o N y n, segin la presencia
del polimorfismo.

En la Tabla 3 se muestra la frecuencia de los diferentes
genotipos encontrados en pacientes con asmay en gru-
po control.

Las frecuencias alélicas fueron similares en ambos gru-
pos estudiados (Tabla 3). No se encontré diferencias
entre las frecuencias genotipicas observadas y las espe-
radas. Estos resultados indicarfan que las proporcio-
nes entre los diferentes genotipos estuvieron de acuer-
do con el equilibrio de Hardy Weinberg, tanto en el
grupo control como en el grupo de pacientes con asma.
En la Tabla 3 se puede observar que en el sitio poli-
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PM NI N2 N3 N4 Pl P2 P3

Figura 2. Producto de digestion con Hhal de ADN para
rs7216389 para 4 muestras controles (N) y 3 problemas (P). Las
muestras NI y N3 son homocigotas HH en cambio N2, N4, P2
y P3 son homocigotas hh,y P| es heterocigota Hh.

morfico Hhal, los grupos mostraron una distribu-
cién genotipica diferente: el genotipo HH o Hh fue
més abundante en control respecto a pacientes con
asma (71,53 vs. 21,87%). Por el contrario, el geno-
tipo hh fue mds abundante en el grupo de pacientes
con asma respecto al grupo control (78,12 vs. 28,57%,
respectivamente).

En relacién al genotipo hh, se observé mayor frecuen-
cia entre pacientes con asma con respecto al genotipo
HH o Hh OR=8,93 (IC95%: 2,76-28,84) de manera
significativa (p<le-4). Por otro lado, en ¢l sitio poli-
morfico Nsil los grupos mostraron una distribucién
genotipica semejante, es decir que no hubo asociacién
significativa de este SNP en los grupos estudiados.

DISCUSION

El asma es una de las enfermedades respiratorias mds
comunes en nifios preescolares, es una causa importan-
te de morbilidad ¢ implica costos elevados para su ma-
nejo y tratamiento. Al ser el asma una enfermedad de
herencia multifactorial, la identificacién de polimor-
fismos en genes relacionados con el desarrollo de la fi-
siopatologia €s muy importante ya que permite identi-
ficar a los individuos con genotipos de susceptibilidad,
con lo que se logra establecer prondsticos de correla-
cién genotipo—fenotipo y escoger terapéuticas indivi-
dualizadas que favorezcan a los pacientes??%.

Los resultados de este trabajo muestran que entre las
frecuencias alélicas estudiadas no se encontré diferen-
cias entre lo observado y lo esperado, es decir que las
proporciones entre los diferentes genotipos estuvieron
de acuerdo con el equilibrio de Hardy Weinberg, tan-
to en el grupo control como en el grupo de pacientes
con asma.
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El anélisis de la distribucién de los genotipos en el si-
tio polimérfico Hhal del SNP rs2786098 muestra ma-
yor prevalencia del genotipo HH o Hh en las pacien-
tes con asma que en el grupo control. La distribucién
genotipica del sitios polimdrfico Nsil es similar entre
las pacientes y controles. Esto puede deberse al tamano
muestral, pues en este sitio polimdrfico el grupo de pa-
cientes con el genotipo NN era de dos.

Lo mas relevante de este estudio es confirmar la aso-
ciacidén del genotipo hh con asma en la poblacién de
nifios estudiada. Si bien serfa necesario un gran nu-
mero de casos para confirmar esta asociacién del SNP
rs2786098 en los pacientes con asma, es de desta-
car que una situacién similar se detectd en el trabajo
de Sleiman et al.!! en nifios con ancestros africanos y
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