UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS MEDICAS,
ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD.

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ.
CAMPO DEL CONOCIMIENTO CIENCIAS MEDICAS.

EXPRESION GENICA Y PERFIL DE METILACION EN LOS PROMOTORES DE LOS
GENES DE TNFA, IL17A Y RORC EN LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA EN
ADOLESCENTES CON ASMA ASOCIADA A LA OBESIDAD.

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS MEDICAS

PRESENTA
DR. JOSE DE JESUS LEIJA MARTINEZ.

TUTOR
DRA. FENGYANG HUANG
LABORATORIO DE INVESTIGACION EN FARMACOLOGIA.
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ.

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
DRA. BLANCA ESTELA DEL RiO NAVARRO.
DEPARTAMENTO DE ALERGIA E INMUNOLOGIA CLINICA PEDIATRICA.
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ.

DR. FAUSTO SANCHEZ MUNOZ.
DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA
INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA “IGNACIO CHAVEZ”

RESPONSABLE DE LA ENTIDAD ACADEMICA
DR. ONOFRE MUNOZ HERNANDEZ.
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ.

CIUDAD UNIVERSITARIA, CIUDAD DE MEXICO, JULIO 2021

1



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



EXPRESION GENICA Y PERFIL DE METILACION EN LOS PROMOTORES DE LOS
GENES DE TNFA, IL17A Y RORC EN LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA EN
ADOLESCENTES CON ASMA ASOCIADA A LA OBESIDAD.

REGISTRO: HIM/2013/015, SSa. 1061.

ALUMNO DE DOCTORADO
DR. JOSE DE JESUS LEIJA MARTINEZ.

TUTOR

DRA. FENGYANG HUANG.

LABORATORIO DE INVESTIGACION EN FARMACOLOGIA.
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ.
INVESTIGADOR EN CIENCIAS MEDICAS D.

COMITE TUTORIAL

DRA. BLANCA ESTELA DEL RIO NAVARRO.

JEFE DE SERVICIO DE ALERGIA E INMUNOLOGIA CLINICA PEDIATRICA DEL
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ.

DR. FAUSTO SANCHEZ MURNOZ.

DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA DEL INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA
IGNACIO CHAVEZ

INVESTIGADOR EN CIENCIAS MEDICAS D.

ASESOR EN BIOLOGIA MOLECULAR.

DR. ABRAHAM GIACOMAN MARTINEZ.

LABORATORIO DE INVESTIGACION EN FARMACOLOGIA.
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ.

RESPONSABLE DE LA ENTIDAD

DR. ONOFRE MUNOZ HERNANDEZ.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO.
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ.



AGRADECIMIENTOS:

A mis padres José de Jesis Leija Aguilar y Maria Guadalupe Martinez de Leija

por darme todo su amor y su producto es mi felicidad.

A la Dra. Fengyang Huang por su apoyo incondicional para terminar y empezar

nuevos proyectos de investigacion en esta linea del asma asociada a la obesidad.

A la Dra. Blanca Estela Del Rijo Navarro por su apoyo para iniciar una nueva

vida academica.

ALDr. Fausto Sdnchez Mufioz por sus excelentes consejos académicos los cuales
fueron fundamentales para iniciarme en las publicacioanes cientificas de revistas

prestigiadas.

Al Or. Abraham Giacoman Martinez por compartirme Sus conocimientos y
técnicas en biologia molecular, las cuales fueron esenciales en el presente

proyecto de investigacion.

Al Dr. Onofre Mufioz Herndndez por su apoyo y confianza para iniciarme en
la investigacion clinica, por sus importantes aportaciones cientificas al presente

proyecto, pero sobre todo por sus valiosos consejos.



INDICE

AGRADECIMIENT OS: ... 3
INDICE ..ottt ettt ettt ettt et ettt et e et e s e et et e et ese et ene et e st et et e s et et et et e et ene et eneaeens 4
RESUMEN. ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt e et eee et ettt seeeseeeeseesseeessnsesnsnnnne 6
AB S T R A T 7
INTRODUCCION. ... .ottt ettt ettt ettt et e et se et et e et ene et ensete st ste s ase s et et aseeaeresaennaeens 8
MARCO TEORICO.......ooiiiieieteeeteeete ettt ettt ettt ettt et et s et e s e et ese et e s e ssese et essssesseteneasens 11
El papel del tejido adiposo disfuncional en el asma no-alérgica asociada a la obesidad. ........... 11
Mecanismos moleculares para la diferenciacion y activacion del linfocito Th17. .........ccccoeeveenne 14
TNF-a en el asma no-alérgica asociado a la obesidad. ...........cccceeiviiiiiiniiiiin e, 17
IL-17A en el asma no-alérgica asociada a la obesidad. ............cccceeiiiiiiiiiiiiii e 18
La biologia del TNF-a y 1a IL-17A €N €1 ASMA. .....eiiiiiiiiii it 20
La metilacién del ADN y la regulacién de la expresion géniCa. ........cccceeeeeiiiciviieeieeeeescciiieeee e 23
El papel de la metilaciéon del ADN en la diferenciacién de los linfocitos Th17............ccccovvvveeeennn. 24
Metilacion del ADN en el asma alErgiCa. .......cc.uvviieieiiiiiiiiiie e e e e e e e 27
Metilacion del ADN en el asma no-alérgica asociada a la obesidad. ...........ccccocveeeiiiiiciiieeneeenn, 27
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ...ttt eeeeeeeeennnnnes 32
PREGUNTA DE INVESTIGACION ..ottt ettt ettt saenn et sananstenn s 34
HIPOTESIS ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt et et et et et et et e et e se et eaesaese st ese et essetensasenes 34
OBJIETIVO GENERAL ...ttt s 34
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt ettt es ettt ne et an e 34
JUSTIFICACION ...ttt 35
METODOLOGIA. ...ttt ettt ettt ettt ettt te et a et ae st ene st e s eteneaeens 36
D11 oo o [T IS (1 o o J TR O PPPRPPPPPRPNE 36
UNIVEISO A€ ESTUIO. ....eeeieiitiiee ittt ettt ettt ettt e e ettt e e e aabb e e e e sabbeeeesbbeeeeabneeeeane 36
CRITERIOS DE SELECCION .......oouiiietieeeeee ettt ettt en et et neeaene s e aeens 36
CriterioS AE INCIUSION. ....eeiiiiiiiie ettt b ekttt e sab e e sab e e e nbaeesnbeeennneas 36
CritEriOS AE EXCIUSION. ...ttt b et b e s b e e sab e e st e e nbneesnbeeennneas 38
Criterios de ElIMINACION. .......cuiiiii ittt s e e st e e s ssta e e e s nsaeeeesnnsbeeessnseeeeas 39
DEFINICIONES OPERACIONALES DE LAS VARIABLES .......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 40
Variables depPendIENTES. ......cooi i 40
Variables INAEPENAIENTES. .....c.ouiiii et 42
Variables de CONTUSION. .......cooiiiiiie ettt e e et e st e e e 44
TAMARO DE LA MUESTRA ... oottt ettt e ettt ettt e sae et esestessateessaessateassteestesenseseaneanas 48
ANALISIS ESTADISTICO ...ttt ettt ae et st ese et e e te s eteeseseeaeseanas 49
CONSIDERACIONES ETICAS ..ottt ettt ettt ettt as s e s ste s aas s ete st eneeaenesaennaeens 50



CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD ......outiiiiiiiiiiiieiire e 51

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO ......ocviuiiiiuieieeeiee ettt 52
RECURSOS HUMANOS E INFRAESTRUCTURA FISICA .......ocoovieieeeeeeeeeeeeee e 54
ENSAYO DE LABORATORIO ..ottt ittt ettt ettt ettt et ettt eee e e e e tseeseseeeeeeessenessenennnes 55
Determinacion de las concentraciones séricas de TNF-0 € IL-17A. ......cccooieiiininie e 55
Determinacion de la eXpreSiOn gENICA. ........cccuviiiiiee e e e e r e e e e e e e e e e s s st e eeeee e s 55
Determinacion del porcentaje de metilacion del ADN...........ccoiiiiiiiie i 57
RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt et ettt ee et e e eeeeeeteseseseseeeesssensesnnnnnnes 60
Caracteristicas clinicas en los cuatro grupos de adolescentes. ........ccccveveveeeviiiciiiieeee e, 60
Concentraciones séricas de TNF-a y expresion génica de TNFA. .......ccccceeeeviiciiieeeee e, 62
Perfil de metilacion en el promotor de TNFA. ......ooii e 64
Concentraciones séricas de IL-17A y expresion génica de ILL7A.......coooceeeeeiiiiiiinieeee e, 65
Perfil de metilacion en el promotor de ILLT7A. .....ooeii oo ee e e 68
EXpresion génica de RORC. .......oocciiiiiiic ettt e e e e e e s e e e e e e e s st e e e e e e e s s nntnraeaeaaeeeas 69
Perfil de metilacion en el promotor de RORC. .........cooiiiiiiiiiiic e ee e 70
Correlacion entre la expresion génica de TNFA, ILL7A y RORC y las concentraciones séricas de
N o Qo | A T PP PP PP PTPPPPPPTRNY 78
Correlaciones entre el perfil de metilacién en los promotores de los genes de TNFA, IL17Ay
RORC, y la expresion génica de TNFA, ILI7AY RORC. .....coooiiiiiiiiiiieee et 80
DISCUSION . ...ttt ettt ettt ettt ettt et e e et et et e e et et e s e et ese et eaessese st enseteseetensasenes 84
CONCLUSION. ...ttt n e e e es e e 94
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooviteieeeeeeeee ettt an et 96
ANEX O S .. 112
Anexo 1. Carta de consentimiento iNfOrMadO. ............eeeiiiiiieiiiiiee e 112
Anexo 2. Carta de asentimiento iNfOrMadO. .............covviiiiiiiiiii e 116
ANEXO 3. HISLOMA CHMICA. ..eeveieitiieiiiee ettt sttt be e e sbeeennees 119



RESUMEN

Antecedentes: La obesidad se ha asociado a un fenotipo Unico de asma no-alérgica; sin embargo, la
plausibilidad biol6gica de esta asociacion permanece incierta. RORC es el factor de transcripcién maestro para
la diferenciacion de los linfocitos Th17, los cuales son la principal fuente de IL-17A. Nuestra hipétesis esta a
favor de los mecanismos inmunoldgicos del TNF-a y la IL-17A debido a que ambas citocinas orquestan la
inflamacién sistémica de la obesidad y causan un dafio pulmonar en el asma. No obstante, dichas citocinas y
el factor transcripcional podrian estar regulados por las modificaciones epigenéticas como la metilacion en los

promotores de sus genes.

Objetivo general: Evaluar la diferencia en las concentraciones séricas de TNF-a e IL-17A, la expresion génica
y el grado de metilacién en los promotores de los genes de TNFA, IL17A y RORC en leucocitos de sangre
periférica entre los grupos de adolescentes sanos, con asma alérgica sin obesidad, obesidad sin asma y asma

no-alérgica con obesidad.

Metodologia: Estudio transversal comparativo en cuatro grupos de adolescentes entre 11-18 afios 1)
adolescentes sanos (AS) (n=23), 2) asma alérgica sin obesidad (AA) (n=29), 3) obesidad sin asma (OB) (n=28),
4) asma no-alérgica con obesidad (ANA) (n=22). La cuantificacion de las concentraciones de TNF-a y de IL-17A

se realizaron por ELISA y la cuantificacion de la expresion génica y el perfil de metilacién por RT-qPCR.

Resultados: La edad, el sexo y el estadio de Tanner fueron similares entre los cuatro grupos. El indice de masa
corporal (IMC), el percentil del IMC y el z-score del IMC fue mayor en el grupo de obesidad (OB y ANA) en
comparacion con los adolescentes eutréficos (AS y AA). Las concentraciones de TNF-a fue mayor en los ANA
versus los AS, AA y OB. La expresion génica de TNFA fue superior en los ANA (2.1 (RIQ: 1.3-2.8) en
comparacion con los AS (0.9 (RIQ. 0.7-1.3), p<0.001) y OB (1.0 (RIQ: 0.8-1.4), p=0.003). Las concentraciones
de IL-17A fue superior en los ANA en comparacién con los AS y AA. La expresion génica de IL17A fue superior
en los ANA (7.2 (RIQ: 5.8-8.3) versus los AS (0.7 (RIQ: 0.4-1.6), p<0.001), AA (3.8 (IQR: 3.0-6.3), p=0.04) y OB
(3.9 (RIQ: 2.2-4.9), p=0.001). La expresion génica de RORC fue mayor en los ANA (2.6 (IQR: 2.1-2.8) en
comparacion con los AS (1.0 (IQR: 0.6-1.4), p<0.001), AA (1.6 (IQR: 1.0-2.3), p=0.04) y OB (0.9 (IQR: 0.8-1.0),
p<0.001). El perfil de metilacion en el promotor de RORC fue menor en los ANA (45.4% + 5.7) versus los AS
(54.9% + 4.1, p<0.001) y OB (50.2% * 4.4), p=0.02). Reportamos una correlacion negativa entre el perfil de
metilacién en el promotor de RORC y su expresién génica de RORC (rs= -0.38, p<0.001), y similarmente entre
el perfil de metilacién en el promotor de RORC vy la expresion génica de IL17A (rs= -0.37, p<0.001) y con la
expresion génica de TNFA (rs=-0.26, p=0.009). Interesantemente, el perfil de metilacion en el promotor de RORC
correlaciond positivamente con el perfil de metilacion del promotor de IL17A (rs=0.30, p=0.003) y con el de TNFA
(rs=0.26, p=0.009).

Conclusién: El presente estudio sugiere una asociacion de las concentraciones de TNF-ay de IL-17A y de la
expresion génica de TNFA, IL17A y RORC con el fenotipo de asma no-alérgica asociado a la obesidad. Una
regulacion a la alta en la red transcripcional RORC podria jugar un papel fundamental en la plausibilidad
biolégica del asma asociado a la obesidad, y las modificaciones epigenéticas como un menor gado de metilacién

en el promotor de RORC podria explicar una mayor polarizacion del perfil Th17 en este fenotipo.



ABSTRACT

Associations of mMRNA expression levels and the methylation profile in the TNFA, IL17A and RORC gene

promoters in peripheral blood leukocytes with obesity-related asthma in adolescents.

Background: Obesity is associated with a unique non-allergic asthma phenotype; however, the biological
plausibility of this association remains uncertain. RORC is the master transcription factor for Th17 differentiation.
Our hypothesis favours immunological mechanisms of TNF-a and IL-17A because both cytokines are
responsible for orchestrating systemic inflammation associated with obesity and lung damage. Nevertheless,
these cytokines and this transcription factor are regulated by epigenetic modifications, such as gene promoter
methylation.

Objective: To evaluate serum TNF-a and IL-17A levels, and mRNA expression levels and methylation profile in
TNFA, IL17A and RORC genes promoters in peripheral blood leukocytes between the healthy adolescents,
adolescents with allergic asthma without obesity, adolescents with obesity without asthma, and adolescents with
non-allergic asthma with obesity.

Methods: We conducted a cross-sectional study in adolescents (11-18-year-old), subdivided as follows: healthy
(HA), allergic asthma without obesity (AA), obesity without asthma (OB), and non-allergic asthma with obesity
(NAO). Serum TNF-a and IL-17A levels were measured by ELISA, and TNFA, IL17A, and RORC mRNA
expression and methylation profile were assessed by RT-gPCR.

Results: Age, sex, and Tanner stage were similar among the four groups. As expected, BMI, BMI%, and BMI z-
score were significantly higher in the obese adolescents (NAO and OB groups) than in the subjects without
obesity (HA and AA groups). Serum TNF-a levels were higher in the NAO than in the HA, AA, and OB. TNFA
MRNA expression was higher in the NAO (2.1 (IQR: 1.3-2.8)) than in the HA (0.9 (IQR: 0.7-1.3), p<0.001) or the
OB (1.0 (IQR: 0.8-1.4), p=0.003). Serum IL-17A levels were higher in the NAO than in the HA or the AA group.
IL17A mRNA expression was higher in the NAO (7.2 (IQR: 5.8-8.3)) than in the HA (0.7 (IQR: 0.4-1.6), p<0.001),
the AA (3.8 (IQR: 3.0-6.3), p=0.04), or the OB (3.9 (IQR: 2.2-4.9), p=0.001). RORC mRNA expression was higher
in the NAO group (2.6 (IQR: 2.1-2.8)) than in the HA (1.0 (IQR: 0.6-1.4), p<0.001), the AA (1.6 (IQR: 1.0-2.3),
p=0.04), or the OB (0.9 (IQR: 0.8-1.0), p<0.001). The methylation profile in the RORC gene promoter was lower
in the NAO (45.4% + 5.7) than in the HA (54.9% + 4.1, p<0.001) or the OB (50.2% = 4.4), p=0.02). As expected,
a negative correlation was found between methylation profile in the RORC gene promoter and RORC mRNA
expression (rs= -0.38, p<0.001), and a similar correlation was also observed between methylation profile in the
RORC gene promoter and IL17A mRNA expression (rs= -0.37, p<0.001). Moreover, a negative correlation was
observed between methylation profile in the RORC gene promoter and TNFA mRNA expression (rs=-0.26,
p=0.009). Interestingly, the methylation profile in the RORC gene promoter was positively correlated with the
methylation profile in the IL17A gene promoter (rs=0.30, p=0.003) and TNFA gene promoter (rs=0.26, p=0.009).

Conclusion: The present study suggests a relationship between serum TNF-a and IL-17A levels and TNFA,
IL17A, and RORC mRNA expression levels in obesity-related asthma. The RORC transcriptional network may
play a critical role in the biological plausibility of non-allergic asthma-associated by obesity. The epigenetic
modifications such as the methylation profile in the RORC gene promoter might explain the greater Th17

polarization of immune response observed in the non-allergic asthma with obesity group.



INTRODUCCION

La obesidad y el sobrepeso son definidos como el cimulo excesivo de grasa corporal que

afecta a la salud y son actualmente un problema de salud publica en el mundo [1].

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [1], cada afio mueren como
minimo 2.8 millones de personas a causa de la obesidad y el sobrepeso. La incidencia a
nivel global esta incrementando, tanto en paises desarrollados como en los de en vias de
desarrollo y hasta el momento actual no existe ninguna intervencion epidemiolégica eficaz
para disminuir su incidencia [2]. Finkelstein et al. [3] en un modelo matematico pronostica
que para el afio 2030 mas del 51% de la poblacion en todo el mundo podrian padecer

obesidad.

El asma es un sindrome clinico caracterizado por un desorden complejo crénico de la via
aérea con obstruccion de esta, hiperreactividad bronquial e inflamacién que se manifiesta
por sintomas recurrentes de tos, sibilancias y disnea [4]. De acuerdo con la OMS 235

millones de personas en el mundo padecen de asma [5].

La obesidad causa un estado inflamatorio crénico de bajo grado, esta inflamacion se ha
asociado a diferentes enfermedades cronicas como diabetes mellitus tipo 2, enfermedades
cardiovasculares, sindrome metabdlico, esteatosis hepatica no alcohdlica, asma no-

alérgica, neurodegeneracion y ciertos tipos de cancer [6-10].

Varios estudios han demostrado que la obesidad antecede al asma y que el incremento del
indice de masa corporal (IMC) aumenta la razén de posibilidades (OR) de padecer asma
[11-16]. Uno de los primeros estudios fue conducido por Camargo et al. [14] en una cohorte
de 85,911 enfermeras entre 26-46 afios, con un seguimiento por 4 afios, demostr6 que la
obesidad aumenta casi tres veces la posibilidad de padecer asma (OR: 2.7 (IC95%: 2.3-
3.1, p<0.001)).

Finalmente, la evidencia de esta asociacién es mas sélida en un meta-analisis por Beuther
et al. [11] quien estudio 7 cohortes con un total de 333,102 adultos, cuando se estimé las
posibilidades desarrollar asma en adultos con obesidad (IMC=30) versus adultos con IMC
normal, se estim6 un OR de 1.92 (IC95%: 1.43-2.59, p=0.0001).

Respecto a la poblacion pediatrica Castro-Rodriguez et al. [15] en una cohorte de 1,246
niflos con un seguimiento de 7 afios, demostrd que las nifias entre los 6 a los 13 afios que

durante el seguimiento llegaban a padecer sobrepeso y obesidad tenian casi 7 veces mas



posibilidad de desarrollar asma a los 13 afios comparadas con las nifias que se mantuvieron
en su peso normal (OR: 6.8 (IC95%: 2.4-19.4, p<0.01)).

Finalmente, la asociacion de asma y obesidad en poblacién pediatrica se ha confirmado en
tres meta-analisis; el primero por Chen et al. [12] de 3 cohortes con una muestra de 14,083
nifios entre 5-18 afos, se estimo un riesgo relativo (RR) de 2.02 (1IC95%: 1.16-3.50, p=0.01),
el segundo meta-andlisis por Egan et al. [13] en 2 cohortes con una muestra de 15,688
nifios entre 8-18 afios, se estimé un RR: 1.50 (IC95%: 1.22-1.83), y recientemente en un
tercer meta-andlisis por Deng X et al. [16] en 8 cohortes de 73,252 nifios reportando un
OR:1.40 (IC95%: 1.29-1.52, p<0.001).

Actualmente se pretende clasificar el asma de acuerdo con su fenotipo con el propdsito de
individualizar el tratamiento para cada paciente, por lo tanto, es fundamental conocer cuales
son los mecanismos biolégicos que causan el asma en cada fenotipo con el objetivo de

ofrecer nuevas estrategias terapéuticas [17-19].
Holguin et al. [20] describio dos fenotipos de pacientes con asma y obesidad:

a) El fenotipo asmaético tipo 2 o de inicio temprano: En donde el asma se presenta
antes de los 12 afios y son los pacientes con asma alérgica clasica que ganaron peso
durante el tiempo y desarrollaron obesidad, en este fenotipo predomina la clasica
inflamacién alérgica dependiente de los linfocitos Th2 y de las células innatas tipo 2
(ILC2), con una infiltracion bronquial por eosindfilos y aumentos en las concentraciones

séricas de interleucina (IL)-4, IL-5, IL-9, IL-13 e inmunoglobulina E especifica [17-19].

b) EIl fenotipo asméatico no-tipo 2 o de inicio tardio: También conocido como fenotipo
no-alérgico, en donde el asma aparece después de los 12 afios, la obesidad siempre
precede al asma y los mecanismos inmunolégicos son diferentes; este grupo de
pacientes desarrollan un perfil inmunolégico con las citocinas del macréfago tipo 1 (M1),
principalmente por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-18, IL-6, IL-15 e IL-23
y las citocinas de los linfocitos Th17 y de las células innatas tipo 3 (ILC3) como la IL-
17A, IL-17F, IL21 e IL-22; se caracteriza por la infiltracién de neutrdfilos en el epitelio
respiratorio, es un asma clinicamente mas grave, mas comuin en mujeres y con

resistencia a los esteroides inhalados [17, 21-23].

Esta bien reconocido que hay una asociacion entre la obesidad y un fenotipo Unico de asma

no-alérgica, sin embargo, la plausibilidad biolégica de esta asociacion aun es incierta, se



han postulado diversos mecanismos como los inmunolégicos, hormonales, metabdlicos,

mecanicos, ambientales, genéticos y epigenéticos [25,26].

Dentro de los mecanismaos biologicos de este fendmeno no sabemos si hay un mecanismo
MAas importante que otro, sin embargo, nuestra hipotesis esta a favor de los mecanismos
inmunoldgicos, porque son las citocinas como el TNF-a y la IL-17A las que orquestan la
inflamacién sistémica de bajo grado de la obesidad y las que causan un dafio pulmonar
importante en el asma [27,28]. Sin embargo, estas citocinas podrian estar reguladas por

los mecanismos epigenéticos como la metilacion de los promotores de sus genes [29].
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MARCO TEORICO

El papel del tejido adiposo disfuncional en el asma no-alérgica asociada a la

obesidad.

En humanos se han descrito dos tipos de tejido adiposo, el tejido adiposo pardo y el tejido
adiposo blanco [30]. El tejido adiposo pardo estd localizado predominantemente en
pequefas cantidades en los nifios recién nacidos y su principal funcion es la termogénesis.
En cambio, el tejido adiposo blanco es la forma predominante en los adultos y es
responsable del almacenamiento de energia y funciona como un érgano endocrino.
Asimismo, el tejido adiposo blanco es el que se encuentra incrementado en la obesidad
[30].

El tejido adiposo blanco en los individuos sanos esta caracterizado en su mayoria por
adipocitos y por macrofagos tipo 2 (M2), este tipo de macréfagos liberan citocinas
antinflamatorias como IL-10 y arginasa 1, de manera diferente en los pacientes con
obesidad, la hipertrofia y la inflamacién del tejido adiposo desencadena la muerte y necrosis
de los adipocitos, que posteriormente seran remplazados en su mayoria por macrofagos
M1, de hecho el nimero de macr6fagos M1 en los individuos con obesidad es
aproximadamente el triple del que tendria un individuo sano, hay reportes que incluso llegan
a establecer que la estirpe celular en el tejido adiposo del paciente con obesidad es igual o
mayor al 40% de macréfagos M1, este hallazgo histol6gico es conocido como tejido adiposo
disfuncional [30-33].

Los macréfagos M1 liberan citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL1-, IL-6 y péptido
quimiotactico de monocitos tipo-1 (MCP)-1 induciendo una inflamacion sistémica de bajo
grado en la obesidad. [30-33].

El macrofago M1 es la estirpe celular mas importante en la produccién de TNF-a en la
obesidad, su principal localizacion es el tejido adiposo visceral (TAV), [30-33]. Periyalil et al.
[34]. demostro que en los sujetos adultos con asma y obesidad el nUmero de macrofagos
M1 en el TAV es mayor que en los sujetos con obesidad sin asma (2.43 millones células/ml
vs 1.15 millones células/ml p=0.039), en este mismo estudio se observo que a mayor IMC,

mayor cantidad de macrofagos M1 (r=0.55, p=0.05).

Kim et al. [35]. en un modelo murino demostré que la IL1-f estimula a las ILC3 induciendo

la liberacion de IL-17A, esta interleucina causa hiperreactividad bronquial y perpetua la
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inflamacién sistémica de bajo grado en el epitelio bronquial en el modelo del asma y
obesidad [36,37] (Figura 1).

Sin embargo, las ILC3 no son las principales productoras de IL-17A en la biologia humana,
la principal fuente de IL-17A sérica son los linfocitos Th17 [38]. En el modelo del tejido
adiposo disfuncional existe un ciclo inmunoldgico con una retroalimentacion positiva entre

el macréfago M1y el linfocito Th17 [28] (Figura 2).

Figura 1. Mecanismos inmunoldgicos de la inflamacion cronica de bajo grado de la
obesidad en los pulmones en un modelo murino. Tomado de Leiria et al. [37].
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Figura 1. Mecanismos inmunolégicos de la inflamacién cronica de bajo grado de la obesidad en los
pulmones en un modelo murino. En ratones sanos predominan los macréfagos tipo 2 (M2), los cuales liberan
citocinas antinflamatorias como IL-10 y arginasa-1, manteniendo una funcién pulmonar normal, mientras que en
la obesidad los macrofagos tipo 1 (M1) liberan citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-1{, induciendo
una inflamacioén de bajo grado e hiperreactividad en el epitelio respiratorio. La IL-1  induce la liberacion de IL-
17A de las células linfoides innatas tipo 3 (ILC3), en consecuencia, la IL-17A causa un dafio e hiperreactividad

en el epitelio respiratorio en el ratén con obesidad.

Para entender mejor como es la biologia del ciclo entre el macréfago M1y el linfocito Th17
en el tejido adiposo disfuncional, partimos de la premisa que la gran mayoria de la estirpe

celular en el TAV son los macréfagos M1, productores de las interleucinas inflamatorias

12



como IL1-B, IL-6 e IL-15 las cuales se dirigen a los receptores de los linfocitos T naive CD4+
con la finalidad de diferenciarlos en linfocitos Th17 [28] (Figura 2).

Posteriormente los linfocitos Th17 diferenciados son activados por la IL-23, la cual es
liberada por el macréfago M1, los nuevos linfocitos Th17 activados sintetizan IL-17A; la IL-
17A activa a los macréfagos M1, quienes activos secretan IL1-3, IL-6, IL-15 e IL-23;
nuevamente este grupo de citocinas van a polarizar y activar a mas linfocitos Th17, cémo
podemos apreciar hay un ciclo inmunolégico entre el macréfago M1 y el linfocito Th17

estimulandose reciprocamente por medio de estas citocinas [28] (Figura 2).

Figura 2. Ciclo inmunolégico con una retroalimentacion positiva entre el macréfago
tipo 1y el linfocito Th17. Tomado de Chehimi et al. [28].
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Figura 2. Ciclo inmunol6gico con una retroalimentacion positiva entre el macro6fago tipo 1y el linfocito
Th17. Entre el macrofago tipo 1 (M1) y el linfocito Th17 hay un ciclo inmunoldgico con una retroalimentacion
positiva sefialado por las lineas sélidas. El macréfago M1 sintetiza citocinas proinflamatorias como IL-13, IL-6
e IL-15, las cuales se dirigen a sus receptores para polarizar al linfocito T naive CD4+ (ThO) hacia el linfocito
Th17, posteriormente la IL-23, sintetizada por el macréfago M1, lo activa hacia un linfocito Th17 maduro con
capacidad de sintetizar IL-17A. La IL-17A activa a los macréfagos M1, quienes activos secretan IL1-B, IL-6, IL-

15 e IL-23; nuevamente este grupo de citocinas van a polarizar y activar a mas linfocitos Th17.
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Por otra via inmunoldgica, la IL-17A activa a los macréfagos M1, quienes activos secretan
TNF-a, asi mismo el TNF-a activa a las células dendriticas maduras, las cuales producen
IL1-B, IL-6, y IL-23, estas interleucinas polarizan y activan a mas linfocitos Th17 [39] (Figura
2).

Por estos mecanismos es posible que las concentraciones séricas de TNF-a y de IL-17A
son mayores en los individuos con obesidad, desencadenando un estado inflamatorio de
bajo grado con repercusion en los diferentes 6rganos y sistemas, para el caso de nuestra

hipétesis nos enfocaremos en el epitelio respiratorio [28].

Mecanismos moleculares para la diferenciacion y activacion del linfocito Th17.

Para llevar a cabo la diferenciacién y activacion del linfocito T naive CD4+ hacia un linfocito
Th17 maduro se efectla por medio de dos mecanismos; el primer mecanismo es bien
conocido por la clasica via inmunolégica por medio de las interleucinas inflamatorias como
la IL-6, TGF-B, IL-21 e IL-23, cada una de ellas se une a su propio receptor en el linfocito T

naive CD4+, y el segundo mecanismo es por medio de los acidos grasos [40-47] (Figura 2).

Inicialmente la IL-6 y el TGF-B polarizan la respuesta inmunoldgica hacia el perfil Th17 y
posteriormente la IL-21 prolifera los linfocitos Th17, finalmente la IL-23 los activa hacia unos
linfocitos Th17 maduros con la capacidad de sintetizar las interleucinas especificas del perfil
Th17 [40-47] (Figura 2).

La IL-6 tiene un papel fundamental en la diferenciacién del linfocito Th17. En el linfocito T
naive CD4+ la IL-6 se une a su receptor IL-6R y a la glicoproteina 130, las cuales activan
rio abajo a JAK1/JAK2. JAK1 y JAK2 activas fosforilan directamente al transductor de sefial
y activador de transcripcién 3 (signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) por
su nombre y siglas en inglés) y este activador de sefiales se une directamente a la cromatina
del linfocito T naive CD4+ y activa la expresion del ARN mensajero (ARNm) del receptor-C
huérfano relacionado con el acido retinoico (retinoid-related orphan receptor-C (RORC) por
su nombre y sus siglas en inglés). El factor de transcripcion RORC forma un complejo con
un co-activador de histonas acetiltransferasa p300, este complejo se une a la cromatina del
linfocito T naive CD4+ y estimula la expresion génica de IL17A, IL17F y IL23R. Al final del

proceso tenemos un linfocito Th17 totalmente diferenciado [48,49] (Figura 3).

14



Figura 3. Mecanismos moleculares para la diferenciacion y activacion del linfocito
Th17. Tomado y adaptado de Leija-Martinez et al. [51].
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Figura 3. Mecanismos moleculares para la diferenciacion y activacion del linfocito Th17. El primer
mecanismo es por la clasica via inmunolégica, la IL-6 se une a su receptor IL-6R y a gp130, activando rio abajo
a JAK1/JAK2, las cuales fosforilan al transductor de sefial y activador de transcripcion 3 (STAT3), y este se une
directamente a la cromatina del linfocito T naive CD4+ y activa la expresiéon del ARN mensajero (ARNm) del
receptor-C huérfano relacionado con el acido retinoico (RORC). El segundo mecanismo ocurre por medio de la
enzima acetil-CoA carboxilasa-1 (ACC1) que sintetiza los acidos grasos y estos activan directamente a RORC
como un ligando dependiente. Finalmente, en ambos mecanismos, RORC forma un complejo con un co-
activador de histonas acetiltransferasa (p300). Este complejo se una a la cromatina del linfocito T naive CD4+
para estimular la expresion génica de IL17A, IL17F e IL23R. Al final del proceso tenemos un linfocito Th17 bien
diferenciado.

El segundo mecanismo para la diferenciacion y activacion del linfocito Th17 es descrito por
Endo et al. [47] por medio de la enzima acetil-CoA carboxilasa-1 (acetyl-CoA carboxylase 1
(ACC1) por sunombre y siglas en inglés), enzima clave para la sintesis de los &cidos grasos
monoinsaturados y oxiesteroles, en los pacientes con obesidad la expresion de la enzima
AACL1 se encuentra incrementada, por lo tanto la sintesis y las concentraciones séricas de
los 4cidos grasos van a estar elevadas, los acidos grasos activan directamente al factor de
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transcripcion RORC como un ligando dependiente, RORC activo forma un complejo con un
co-activador de histonas de acetiltransferasa p300, este complejo facilita la unién con la
cromatina del linfocito Th17 y estimula la expresion génica de IL17A, IL17F e IL23R [49]
(Figura 4).

Figura 4. Mecanismos moleculares para la diferenciacion del linfocito Th17 por medio de los

4cidos grasos. Tomado de Endo et al. [47].
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Figura 4. Mecanismos moleculares para la diferenciacion del linfocito Th17 por medio de los &cidos
grasos. La enzima acetil-CoA carboxilasa-1 (ACC1) juega un papel fundamental en la sintesis de acidos grasos
monoinsaturados y oxiesteroles, los acidos grasos activan directamente al factor de transcripcion RORC como
un ligando dependiente, RORC activo forma un complejo con un co-activador de histonas de acetiltransferasa
p300, este complejo facilita la unién con la cromatina del linfocito T naive CD4+ y estimula la expresién génica

de IL17A. Al final del proceso habra un linfocito Th17 bien diferenciado.

RORC en el humano y RORyt en el raton es el factor de transcripcion maestro para la
diferenciacion y activacion de los linfocitos Th17, Du et al. [50] en un modelo murino
demostré que una deficiencia de RORyt causa una reduccién del 80% en la diferenciacion
de los linfocitos Th17 [52,53].

RORC/RORVyt es expresado en todas las células productoras de IL-17A tanto de la
inmunidad innata como de la inmunidad adaptativa. Dentro de la inmunidad adaptativa
destacan principalmente los linfocitos Th17, Th17/Thl, Thl no-clasicos y las células T

citotéxicas (Tcl7), y de lainmunidad innata tenemos predominantemente a las ILC3, células
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y0T17, células T invariantes natural killer (iNKT), natural killer (NK), y las células inductoras
de tejido linfoide (LTi). Sin embargo, la principal fuente de IL-17A en la biologia humana y

en la obesidad son los linfocitos Th17 y las ILC3 [38].

TNF-a en el asma no-alérgica asociado a la obesidad.

Varios autores han asociado al TNF-a a la obesidad, Aygun et al. [54] en Turquia, demostré
que las concentraciones séricas de TNF-a en preadolescentes con obesidad fueron
significativamente mayores comparado con los preadolescentes sanos (9.2 pg/ml + 2.3 vs
3.9 pg/ml + 1.0, p<0.001, respectivamente), méas estudios sobre las concentraciones séricas
de TNF-a en la obesidad se realizaron en adolescentes por otros autores y en otros paises
como Shin et al. [55] en Korea y Reinehr et al. [56] en Alemania obteniendo resultados

similares.

Shin et al. [55] demostré que a mayor IMC son mayores las concentraciones séricas de
TNF-a con una correlaciéon positiva entre ambas variables (r=.39, p<0.01), por otro lado,
sus concentraciones séricas disminuyen con la pérdida de peso, podemos observar que

entre la obesidad y el TNF-a hay un gradiente biolégico [57].

La expresion génica de TNFA; gen que codifica a TNF-a, también ha sido estudiado en la
obesidad, Hotamisligil et al. [58] demostré que la expresion génica de TNFA en el tejido
adiposo fue mayor en mujeres con obesidad versus mujeres sanas (56.9% standard + 18.6
vs 21.9% standard +10.4, p<0.001). Las mujeres con obesidad expresaban 2.5 veces mas

ARNmM de TNFA en el tejido adiposo en comparacion con las mujeres sanas.

En conclusion, los individuos con obesidad tienen mayor expresion génica y
concentraciones séricas de TNF-a comparado con los individuos sanos, por lo tanto, es
probable que los pacientes con ambas condiciones, los pacientes con asma no-alérgica
asociada a la obesidad tienen mayor expresion génica y concentraciones séricas de TNF-
a en comparacion con los individuos sanos, con obesidad sin asma y asma alérgica clasica
sin obesidad [51].

El estudio de Rastogi et al. [59] en adolescentes apoya parcialmente esta hipétesis, ese
estudio demostro que las concentraciones de TNF-a son superiores en los en adolescentes
con asma y obesidad en comparacion Unicamente con los adolescentes con asma sin
obesidad, p<0.05; de manera similar un segundo estudio de Rastogi et al. [60] en nifios

apoya también parcialmente esta hipotesis, ese estudio reporté que las concentraciones
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séricas de TNF-a son mayores en nifios con asmay obesidad en comparacion con los nifios

sanos p<0.05.

En ambos estudios de Rastogi et al. [59,60] no especifican si los pacientes con obesidad y
asma son alérgicos o no-alérgicos, ni tampoco la temporalidad; no menciona si la obesidad
precedi6 al diagnostico de asma. En los estudios de asma y obesidad es muy importante
clarificar si la obesidad antecede el asma, y si es el asma es de caracteristica alérgica o no-

alérgica para poder clasificar con mayor validez el fenotipo asmatico no-tipo 2.

IL-17A en el asma no-alérgica asociada a la obesidad.

En la obesidad el perfil inmunolégico que predomina es el Th17, Sumarac-Dumanovic et al.
[61] demostré que las concentraciones séricas de IL-17A son mayores en mujeres con
obesidad comparada con mujeres con peso normal, p=0.002. Zapata-Gonzélez et al. [62]
demostré que la expresién génica de IL17A en el TAV fue practicamente indetectable en
las mujeres con peso normal, mientras que en las mujeres con obesidad mdérbida fue

significativamente mayor p=0.0127.

En nifios se han reportado resultados similares, tuczynski et al. [63] reporto que la
proporcion de linfocitos Th1l7 en sangre periférica en nifios con obesidad es mayor en
comparacion con los sanos (0.1000 vs 0.0390, p=0.0153, respectivamente), otros autores
han encontrado hallazgos similares, Schindler et al. [64] demostr6 que la proporcion de
linfocitos Th17 en sangre periférica es mayor en nifios que padecen sobrepeso comparado
con los nifios sanos (34.7% + 1.5 vs 25.4% * 2.4, p=0.0023, respectivamente), ademas la
proporcion de linfocitos Th17 se asocia positivamente al IMC (r = 0.42, p=0.0005), podemos
observar que hay un gradiente bioldgico entre el IMC y los linfocitos Th17, el mismo autor
demostré que la expresion génica de IL17A y de RORC fue mayor en los nifios con

sobrepeso en comparacion con los de peso normal (p=0.014; p=0.013, respectivamente).

Es claro que el perfil inmunoldgico que predomina en la obesidad es el Th17, y por lo tanto,
podemos inferir que los pacientes con asma no-alérgica asociada a la obesidad, podrian
tener mayores concentraciones séricas de IL-17A y mayor expresion génica de IL17A y
RORC, comparado con los individuos sanos, con obesidad sin asma y asma alérgica clasica
sin obesidad [51].

En un modelo murino Mathews et al. [65] comparo dos grupos de ratones (cepa C57BL/6J),

a un grupo se le indujo obesidad por medio de una dieta rica en grasa y el otro se alimento
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con una dieta adecuada por 24 semanas. Ese estudio demostr6 que la sintesis de IL-17A
antecede a la hiperreactividad bronquial, y que ademas en el lavado bronquioalvolar la
expresion génica de IL17A y la proporcién de linfocitos Th17 fueron superiores en los

ratones con obesidad e hiperreactividad bronquial en comparacion con los ratones sanos.

En humanos Marijsse et al. [66] reporté que los adultos con asma y obesidad tienen una
mayor expresion génica de IL17A en esputo en comparacion con los adultos con asma sin
obesidad (5.74 (1C95%: 3.01-8.45) vs 1.65 (IC95%: 0.49-5.27), p=0.003, respectivamente).
Otro hallazgo importante en el estudio de Marijsse et al. [66], fue la correlacion positiva
entre el IMC y la expresién génica de IL17A (r=0.22; p=0.009).

Similarmente, estudios en nifios asmaticos entre 7-8 afios en China, Wu et al. [67] demostré
que los nifios asmaticos con sobrepeso/obesidad la expresion génica de IL17A y RORC en
células mononucleares de sangre periféricas eran superiores en comparacion con los nifilos

con asma sin sobrepeso/obesidad (p<0.001; p<0.05, respectivamente).

En contraste a los estudios previamente mencionados, Rastogi et al. [59] en adolescentes
demostré que las concentraciones séricas de IL-17A no eran superiores en los
adolescentes con asma y obesidad versus los grupos de adolescentes sanos, con obesidad

sin asma y asma sin obesidad, p=0.85.

En los estudios por Marijsse et al. [66], Wu et al. [67] y Rastogi et al. [59,60] no especifican
si los pacientes con asma y obesidad son del fenotipo no-alérgico, y si los pacientes con
asma sin obesidad son alérgicos, asimismo tampoco especifica la temporalidad; si la

obesidad precedié al inicio del asma.

De manera diferente a Rastogi et al. [59] en adolescentes, el estudio de Dias et al. [68] en
adultos demostr6 que los pacientes con asma y sobrepeso/obesidad tienen mayores
concentraciones de IL-17A en comparacion con los adultos sanos (p<0.001), con asma
alérgica sin sobrepeso/obesidad (p=0.028) y sobrepeso/obesidad sin asma (p=0.0011), no
obstante el grupo de asma con sobrepeso/obesidad se clasificaron como alérgicos con
pruebas cutédneas positivas, por lo tanto no es precisamente el fenotipo de asma no-alérgica
asociado a la obesidad descrito por Holguin et al. [20] que es el fenotipo que se estudi6 en

el presente proyecto.
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La biologia del TNF-a y laIL-17A en el asma.

Como podemos apreciar en la Figura 5, el TNF-a causa un dano directamente en el epitelio
respiratorio, este responde incrementando la produccién de mucina y liberando mas
citocinas inflamatorias como IL-8, factor estimulante de las colonias de los granulocitos-
macrofagos (GM-CSF), RANTES y moléculas de adhesién intercelular (ICAM) [69] En el
endotelio vascular pulmonar el TNF-a regula positivamente la produccion de la molécula de
adhesion vascular-1(VCAM-1), el cual es un potente factor quimiotactico de los eosindfilos

en el epitelio respiratorio.

Asimismo, el TNF-a estimula directamente a los miofibroblastos y fibroblastos, este grupo
de células iniciara una mayor sintesis de colagena. Adicionalmente, el TNF-a tiene un efecto
indirecto en la remodelacion bronquial, induciendo la liberacion de las metaloproteinasas-9
(MMP)-9 por los eosindfilos; como resultado, las MMP-9 estimulan la sintesis de
glicosaminoglicanos por los fibroblastos pulmonares. Al final de este proceso tendremos
una via respiratoria con fibrosis, el paciente asmatico ha llegado a presentar una
remodelacién bronquial, con un grave deterioro en su funcién pulmonar y con un dafio

irreversible de la misma [70-73] (Figura 5).

Las concentraciones de TNF-a estan asociados a complicaciones asmaticas, Berry et al.
[74] demostré que los pacientes adultos con asma refractaria expresan mayor cantidad de
receptores de TNF-a, mayor unién a membrana por TNF-a en monocitos periféricos e
incremento en las concentraciones de la enzima convertidora de TNF-a. De manera similar,
Brown et al. [75] demostré que las concentraciones séricas de TNF-a son mayores en
adolescentes con asma grave en contraste con los adolescentes con asma leve bien

controlada.

El TNF-a estimula la sintesis de IL-8 y esta interleucina es un potente quimiotactico de los
neutrdfilos en el pulmén [76], la neutrofilia en el epitelio respiratorio esta asociado a un asma

grave [77-79], con resistencia a los esteroides inhalados [80] y a muerte [81].

Como podemos apreciar en la Figura 5 la IL-17A actta directamente en el musculo liso y
en el epitelio respiratorio ocasionando hiperreactividad bronquial, su principal papel
bioldgico en el asma es el reclutamiento de los neutréfilos en el epitelio respiratorio por
medio de IL-8, IL-6, IL-11, GM-CSF vy factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF), estas citocinas inflamatorias son liberadas por las células del epitelio respiratorio,

células musculares lisas y fibroblastos, asimismo la IL-17A incrementa las elastasas y
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mieloperoxidasas contenidas en los granulos de los neutrofilos [82,83] otros estudios han
demostrado que la IL-17A estimula la expresion de genes de mucina en las células del
epitelio bronquial y la activacion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) por
los fibroblastos pulmonares, como resultado habra una fibrosis y una remodelacién con un

dafio irreversible de la via area [84] (Figura 5).

Figura 5. La biologia del TNF-a y de la IL-17A en el asma. Tomado de Leija-Martinez et al. [51].
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Figura 5. La biologia del TNF-a y de la IL-17A en el asma. El TNF-a y IL-17A causan un dafio directo al
epitelio respiratorio, este responde produciendo moco y citocinas inflamatorias como IL-8, IL-6, RANTES, factor
estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) y factor estimulante de granulocitos (G-CSF),
como resultado habra una quimiotaxis de neutréfilos en el epitelio respiratorio, liberando elastasas y
mieloperoxidasas de sus granulos, ocasionando un grave dafio estructural. El TNF-a estimula la produccion de
colagena directamente del fibroblasto y miofibroblasto y de manera indirecta por medio de la metaloproteinasa-
9 (MMP)-9 del eosindfilo, adicionalmente también estimula la sintesis de las moléculas de adhesién vascular-1
(VCAM-1) por el endotelio vascular pulmonar. La IL-17A estimula la produccion del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) por el fibroblasto. Todos estos mecanismos finalizan en fibrosis y remodelacion
bronquial.

Es bien conocido que la IL-8 es la citocina mas importante en el reclutamiento y quimiotaxis
de los neutroéfilos en el epitelio respiratorio [76], Laan et al. [85] demostré que la IL-17A
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induce la liberacién de IL-8 por el epitelio respiratorio, asimismo varios autores han
reportado resultados similares; por ejemplo el estudio de Bullens et al. [86] en esputo de
pacientes asmaticos, demostré una correlacién positiva entre la IL-17A y la expresion
génica de CXCLS8 (IL8) (r=0.37, p=0.03), y entre la expresién génica de IL17Ay el porcentaje
de neutrofilos (r=0.44, p=0.02).

Laan et al. [87] en un experimento en vitro demostré que el TNF-a mas la IL-17A se
potencializan y liberan mayores concentraciones de IL-8 del epitelio respiratorio versus IL-

17A o TNF-a de manera individual.

Jovanovic et al. [88] demostré que los monocitos de sangre periférica al incubarlos con IL-
17A recombinante responden con una expresion génica de TNFA a las 6 horas de
incubacién y con una sintesis de TNF-a a las 24 horas. Un estudio por Jones et al. [89]
reporto que al incubar células de epitelio respiratorio con IL-17A por 48 horas se observo
una estimulacién en la expresion génica de CXCL8 (IL8) y CSF3 (G-CSF), asimismo otro
hallazgo importante fue que la IL-17A mejora sinérgicamente la liberacién de IL-8 y G-CSF

inducida por el TNF-a sobre las células del epitelio respiratorio.

Como podemos observar en los estudios previos; el TNF-a y la IL-17A juegan un papel de
retroalimentacion positiva para estimularse reciprocamente, ambas citocinas estimulan la
produccion de IL-8 por el epitelio respiratorio, y en consecuencia habra un reclutamiento

importante de neutrdfilos, y como resultado un grave dafio pulmonar irreversible (Figura 5)

La IL-17A se asocia con la gravedad de la enfermedad, el estudio de Agache et al. [90]
demostr6 que las concentraciones séricas de IL-17A son significativamente mayores en los
pacientes con asma grave (24.72+4.87 pg/ml) en comparacién con los de asma leve
(14.21+3.62 pg/ml) y moderada (12.22+3.71 pg/ml).

La IL-17A se ha asociado con la resistencia al tratamiento con esteroides, los esteroides no
disminuyen la produccion de IL-17A en modelos in vitro [91], asi como la neutrofilia y los
linfocitos Th17 en modelos in vivo, Chambers et al. [92] demostrd que los pacientes adultos
con asma resistente a los esteroides inhalados tienen mayores concentraciones séricas de
IL-17A comparado con los pacientes con buena respuesta a los mismos (47.0 pg/mlvs 11.3

pg/ml, p=0.007, respectivamente).

Por lo expuesto, se puede inferir que la via inflamatoria del TNF-a e IL-17A seria la via
comun tanto para la obesidad como para el asma, ambas interleucinas estan asociadas a

la neutrofilia en el epitelio respiratorio y como resultado a un asma de mayor gravedad con
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resistencia a los esteroides inhalados y a muerte, lo que sugiere que el asma no-alérgica
asociada a la obesidad es un fenotipo autentico y diferente del asma alérgica clasica; por

lo tanto se deberia abordar y tratar de manera diferente en la préctica clinica.

La metilacién del ADN y laregulacion de la expresidn génica.

El término epigenética denota la transmision y la perpetuacion de la informacion genética
mediante mecanismos que no estan basados en la secuencia del acido desoxiribonucleico
(ADN) sino en un cambio en la metilacion del ADN o en la modificacion post-transduccional

de las proteinas asociadas al ADN como las histonas [93,94].

Como podemos apreciar en la Figura 6, la metilacibn puede regular directamente la
expresion de un gen mediante la adicion de un grupo metilo (CH3) procedente de la S-
adenosilmetionina (SAM) por medio de la ADN-metiltransferasa al carbono 5 de la citosina
del dinucleotido CpG (CpG), dando como resultado la 5-metilcitosina y la S-
adenosilhomocisteina (SAH) [94].

Figura 6. Reaccion de metilacion del ADN y formacidn de la 5-metilcitosina. Tomado
de Attwood et al. [94].
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Figura 6. Reaccién de metilacion del ADN y formacién de la 5-metilcitosina. La adicién de un
grupo metilo (CH3) procedente de la S-adenosilmetionina (SAM) por medio de la ADN-
metiltransferasa al carbono 5 de la citosina da como resultado la 5-metilcitosina y S-

adenosilhomocisteina (SAH).

Posteriormente como podemos ver en la Figura 6, la 5-metilcitosina inhibe la expresion

génica al bloquear la unién de los factores de transcripcién o bien formando complejos
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proteicos que impiden la unién de los factores de transcripcion al ADN; como resultado, los
dinucleédtidos CpG en los promotores de los genes van a estar metilados, las histonas
desacetiladas y la cromatina condensada (inactiva); en conclusién, tendremos un gen
silenciado sin expresion génica. De manera contraria un gen en donde los dinucle6tidos
CpG en la regién promotora de los genes se encuentran sin metilacion, con histonas
acetiladas y una cromatina abierta (activa) tendremos un gen activo y por lo tanto una mayor

expresion génica [93,94] (Figura 7).

Figura 7. Mecanismos de inhibicién de la expresion génica por medio de la metilacién
del ADN. Tomado de Attwood et al. [94].
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Figura 7. Mecanismos de la inhibicién de la expresion génica por medio de la metilacion del
ADN. (A): La hipometilacién de los dinucle6tidos CpG (CpGs) en los promotores de los genes
permite la unién de los factores de transcripcion y en consecuencia tendremos una expresion génica.
(B): La metilacién de los CpGs inhibe la union de los factores de transcripcion en los promotores de
los genes y como resultado se inhibe la expresion génica. (C): El complejo formado por la presencia
de proteinas unidas a la 5-metilcitosina (MBPs) y a los CpGs en los promotores de los genes bloquea
la unién de los factores de transcripcién a las regiones promotoras, y como resultado se inhibe la
expresion génica. (D): En la region promotora las MBPs y las CpGs unidas forman un complejo con
la enzima histona-desacetilasa; como resultado las histonas estaran desacetiladas, la cromatina

condensada (inactiva), y en consecuencia la expresion génica estara silenciada.
El papel de la metilacion del ADN en la diferenciacién de los linfocitos Th17.
En el estudio de Mazzoni et al. [95] podemos apreciar la importancia de la metilacion de los

genes en la diferenciacion del linfocito T naive CD4+ hacia un linfocito Th17 maduro; en

ese estudio se comparo el perfil de metilacion en los promotores de los genes de RORC e
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IL17A en 5 diferentes tipos de linfocitos; T naive CD4+, Th17, Th17/Th1, Thl no clésico y
Th1l clasico. Sin embargo, nos enfocaremos Unicamente en los linfocitos T naive CD4+ y
Th17, los cuales son los que estan involucrados en el proceso de la diferenciacion del
linfocito Th17, asimismo el linfocito Th1l7 es la principal fuente de IL-17A en la biologia

humana.

Como podemos apreciar en la Figura 8, en los linfocitos Th17 el perfil de metilacion en el
promotor de IL17A fue muy bajo, practicamente sus sitios CpG estan desmetilados, de
manera diferente en los linfocitos T naive CD4+, el perfil de metilacion fue significativamente

mayor (~2% vs ~87%, respectivamente).

Figura 8. Perfil de metilacién en el promotor de IL17A en los linfocitos T naive CD4+

y Th1l7. Tomado de Mazonni et al. [95].
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Figura 8. Perfil de metilacidon en el promotor de IL17A en los linfocitos T naive CD4+ y Th17.
El color naranja representa el porcentaje metilado en los sitios CpG en el promotor de IL17A, y el
color amarillo el porcentaje no metilado; el color amarillo es el que predomina en los promotores de
los linfocitos Th17, la mayoria de los sitios CpG no estan metilados en comparacion con los linfocitos

T naive CD4+, en donde predomina el porcentaje metilado en color naranja.
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En el mismo estudio, el perfil de metilacién en el promotor de RORC en los linfocitos Th17
fue muy bajo, practicamente sus sitios CpG se encuentran desmetilados, de manera
diferente en el promotor de RORC en los linfocitos T naive CD4+ el perfil de metilacién fue

significativamente mayor (~1% vs ~62%, respectivamente) (Figura 9).

Figura 9. Perfil de metilacion en el promotor de RORC en los linfocitos T naive CD4+

y Th1l7. Tomado de Mazzoni et al. [95].
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Figura 9. Perfil de metilacion en el promotor de RORC en los linfocitos T naive CD4+y Th17.
El color naranja representa el porcentaje metilado en los sitios CpG en el promotor de RORC, y el
color amarillo el porcentaje no metilado; el color amarillo es el que predomina en los promotores de
los linfocitos Th17, la mayoria de los sitios CpG no estan metilados en comparacion con los linfocitos

T naive CD4+, en donde predomina el porcentaje metilado en color naranja.

Esta bien estudiado que RORC es el factor de transcripcion maestro para la diferenciacion
de los linfocitos Th17, y que en un modelo murino se demostré que una deficiencia de este
factor (RORyt) puede inhibir el 80% de su diferenciacion [50]; en el estudio de Mazzoni et
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al. [95] podemos concluir que la modificacién en la metilacién en el promotor de RORC es
un mecanismo bioldgico fundamental para la diferenciacion de los linfocitos Th17.

Dado que en el fenotipo asmatico no-tipo 2 podria predominar el perfil inmunolégico del
macrofago M1 y el linfocito Th17, es légico postular que en los pacientes con asma no-
alérgica asociado a la obesidad el perfil de metilacién en los promotores de los genes de
TNFA, RORC e IL17A en los leucocitos de sangre periférica sera significativamente menor
en comparacion con los individuos sanos, con obesidad sin asma y asma alérgica clasica
sin obesidad [51].

Metilacién del ADN en el asma alérgica.

Respecto al patrén de metilacion del ADN en asma alérgica, Kwon et al. [96] demostré que
el perfil de metilacion en el sitio CpG localizado a —80 kb en el promotor del gen IL4, regula
la expresidn génica y las concentraciones séricas de IL-4, y que a mayor porcentaje de
citosinas no metiladas en el promotor, son mayores las concentraciones séricas de IL-4
(r=0.727, p=0.026).

Otros autores [97-102] han demostrado que un bajo perfil de metilacién en los promotores
de los genes de IL-4, IL-4R, IL-5R, IL-13, STAT6 y GATAS, y un alto perfil de metilacion en
el promotor del gen IFNG [103] se ha asociado con asma alérgica con una respuesta

inmune Th2.

Metilacién del ADN en el asma no-alérgica asociada a la obesidad.

Algunos autores han realizado estudios de metilacién de los genes en pacientes con asma
y obesidad, pero la técnica de metilacion que han utilizado no ha permitido evaluar

especificamente los promotores de los genes de TNFA, IL17A y RORC.

Rastogi et al. [104] en Nueva York, USA, en un estudio piloto, analiz6 la diferencia en el
patrén de metilacion de los genes en células mononucleares de sangre periférica en cuatro
grupos de adolescentes afroamericanos e hispanos; 1) adolescentes sanos (n=8), 2) asma

sin obesidad (n=8), 3) obesidad sin asma (n=8) y 4) asma con obesidad (n=8)

El estudio de Rastogi et al. [104]. demostr6é que los adolescentes con asma y obesidad
tienen un incremento en el perfil de metilacién en el promotor del gen de FCER2 (receptor
de baja afinidad para la inmunoglobulina E), y en el promotor del gen de TGFB1 (factor de

crecimiento transformante f3; un inhibidor de la respuesta los linfocitos T cooperadores).
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Los hallazgos de Rastogi et al. [104] apoyan nuestra hipétesis, en donde los mecanismos
inmunolégicos e inflamatorios en los pacientes con el fenotipo de asma asociado a la
obesidad no son mediados por la clasica respuesta alérgica Th2, sino por una respuesta
inmune Th1; sin embargo, en su estudio no se encontraron hallazgos en donde la respuesta

inmunologica Th17 tenga un papel bioldgico en el asma asociado a la obesidad.

Aunqgue el estudio de Rastogi et al. [104] no reportdé que el perfil de metilacién en los
promotores de los genes que participan en la via de la diferenciacion del linfocito Th17 fuera
importante en el asma con obesidad, su estudio muestra datos interesantes; los
adolescentes con asma y obesidad tienen una disminucion en el perfil de metilacion en el
promotor del gen ADAM17 en comparacion con los adolescentes sanos y con asma sin

obesidad.

ADAML17 es una enzima pro-inflamatoria que causa ectodominios en la IL-6 y en TNF-q;
dado que la IL-6 es esencial para la diferenciacion del linfocito Th17 y que el TNF-a estimula
reciprocamente a la IL-17A [104]; podriamos asumir que en los adolescentes con asma y
obesidad los promotores de IL17A y RORC quienes actlian en conjunto con la IL-6 para la

diferenciacion del linfocito Th17 podrian tener disminuido su perfil de metilacion.

Una limitacion del estudio de Rastogi et al. [104] es que no describe las caracteristicas
inmunolégicas de los pacientes con asma, no sabemos si los pacientes con asma y
obesidad son exclusivamente no-alérgicos y si los pacientes con asma sin obesidad son
exclusivamente alérgicos, ademas no especifica la temporalidad; si la obesidad precedio al
diagnéstico de asma. Asimismo, la técnica utilizada en ese estudio epigenome-wide
methylation assay; por su hombre en inglés, mide la metilacién de 2 millones de loci en un
solo ensayo; no obstante, no permite medir especificamente la metilacién en el promotor

de un solo gen.

Recientemente, Jeong et al. [105] en un estudio de casos y controles anidado en una
cohorte (Swiss Cohort Study on Air Pollution and Lung and Heart Diseases in Adults
(SAPALDIA)) estudio la metilacién de los promotores de los genes de las 17 vias
inflamatorias mas importantes del fenotipo del asma no-alérgica asociado a la obesidad en
el que estan contenidos 1027 genes y 15,985 sitios CpG, selecciono a 61 pacientes adultos

con asma no-alérgica y obesidad como casos y 146 adultos sanos como controles.

En el metiloma completo de los 1027 genes y 15,985 sitios CpG se encontrd una diferencia

global en el patrén de metilacion entre los grupos (p=0.04), pero al momento de hacer el
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andlisis estratificado de cada via inflamatoria, por ejemplo en la superfamilia de TNF-a
constituida por 38 genes (TNFRSF4, TNFRSF14, TNFRSF25, TNFRSF9, TNFRSF1B,
TNFSF18, TNFSF4, TRAF5, TRAF6, TNFRSF1A, LTBR, TNFRSF7, TNFRSF19,
TNFSF11l, TNFSF13B, TRAF3, TNFRSF12A, TNFRSF17, TRADD, TNFSF12,
TNFRSF13B, TNFRSF11A, TNFSF9, TNFSF7, TNFSF14, TNFAIP6, TNFRSF13C, PTX3,
TNIP1, TTRAP, LTA, TNFA, TNFAIP3, TNFRSF11B, TNFSF15, TNFSF8, TRAF1 and
TRAF2) y 537 sitios CpG, no se encontr6 una diferencia en el patron de metilacion (p=0.08).

Aunque en la via de la superfamilia de TNF-a no hubo diferencias entre los grupos, no
sabemos si especificamente el promotor del gen de TNFA se encuentra hipometilado en el

grupo de asma no-alérgica con obesidad.

En contraste, en la via inflamatoria del eje NLRP3-IL1B-IL17 compuesto por 11 genes
(NLRP3, PYCARD, CASP1, IL1B, IL1R1, RORC, CCR6, ATXN1, THY1, CD44, IL17A) y
219 sitios CpG, el perfil metilacién es menor en los adultos que durante el seguimiento de
10 afios incrementaron su IMC y desarrollaron asma no-alérgica versus los adultos sanos
(p=0.04).

Aunque en esta via inflamatoria del eje NLRP3-IL1B-IL17 se encuentran los promotores de
los genes RORC e IL17A, no tenemos el conocimiento como es el perfil de metilacion en el

promotor de cada gen individualmente.

El estudio de Jeong et al. [105] apoya mas nuestra hipoétesis, pero la técnica que se utilizé
en el estudio como la HumanMethylation450 BeadChip array [106]; por su nombre en inglés,
mide la metilacion en diferentes regiones del genoma y no especificamente para el promotor
de un Unico gen. Es interesante mencionar que en este el estudio de Jeong et al. [105]
tiene una fortaleza muy importante en la seleccion adecuada de los pacientes, fue el primer
estudio en humanos en donde se demostré la temporalidad de los hechos; los adultos
seguidos durante 10 afios quienes aumentaron su IMC y que posteriormente desarrollaron
asma no-alérgica se encontré incrementada la via inflamatoria NLRP3-IL1B-IL17, en donde
se encuentra los genes de RORC e IL17A que son fundamentales para la diferenciacion y
activacion de los linfocitos Thl7, y que ademas toda la via se encuentra con menor
metilacién comparado con adultos sanos, una limitacion del estudio de Jeong et al. [105]
fue que el perfil metilacion de los adultos con asma no-alérgica y obesidad no se comparé
con un grupo que solo padeciera obesidad sin asma y otro grupo de asma alérgica sin

obesidad.
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Més recientemente en un estudio de casos y controles anidado en una cohorte de
agricultores en Estados Unidos de Norteamérica (Agricultural Lung Health Study (ALHS)),
Hoang et al. [107] estudio a un grupo de adultos con asma no-alérgica (n=673), un grupo

con asma alérgica (n=271) y a un grupo de adultos sanos (n=1157).

Con una técnica de metilacion masiva de nueva generacion la MethylationEPIC BeadChip,
Hoang et al. [107] demostr6 que el 98.5% de los sitios CpG (516 CpG /524 CpG) del grupo
de los adultos con asma no-alérgica se encontraban con menor metilacion en comparacion
con los adultos sanos (p<0.05). De manera similar al estudio de Jeong et al. uno de los
sitios CpG estudiados fue localizado en el gen de IL17RA, sin embargo, esta técnica de
metilacién masiva no permite medir la metilacion de manera especifica en el promotor de
IL17RA.

Respecto al grupo de asma alérgica, este estudio reporto que habia 1086 sitios CpG con
una metilacion diferente en comparacion con el grupo de los adultos sanos (p<9x1078), y
que el 99.5% de estos sitios CpG se encontraban con menor metilacién, sin embargo, no
se documentd que esta diferencia en el grado de metilacién de estos sitios CpG se
encontraran localizados especificamente en los promotores de los genes de TNFA, IL17A
y RORC.

Una de las limitaciones del estudio de Hoang et al. [107] fue la seleccion de los pacientes,
describe a los pacientes con asma no-alérgica, pero no menciona si padecen obesidad, sin
embargo una observacién que es valiosa mencionar es que la mediana del IMC de los
pacientes con asma no-alérgica es de 30.5 kg/m? (rango intercuartil [RIQ]: 26.9-35.1)
versus los adultos sanos 28.8 kg/m? (RIQ: 25.6-32.6) y con asma alérgica 29.6 kg/m? (RIQ:
26.1-33.9) lo que sugiere que la mayoria de los pacientes con asma no-alérgica padecian
de sobrepeso y obesidad, y por lo tanto aunque no esta claro la temporalidad de los hechos,
si la obesidad precedi6 al diagnostico de asma, posiblemente muchos de ellos sean del

fenotipo asmético no tipo-2 descrito por Holguin et al. [20].

Si bien el 98.5% de los sitios CpG en el asma no-alérgica se encontraba con menor
metilacion en comparacion con los adultos sanos, no se realiz6 en ese estudio una
comparacion del perfil de metilacion con el grupo de asma no-alérgica versus el de asma

alérgica, y asma no-alérgica versus un grupo de obesidad sin asma.

Una de las fortalezas de ese estudio fue la adecuada clasificacion inmunoldgica del asma;

en asma alérgica y no-alérgica por medio de la medicion de IgE especifica en suero por la
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técnica ImmuneTech (Foster City, CA, USA) usando la plataforma de Luminex (Luminex
Corp., Austin, TX, USA) para los aéreo-alergenos mas comunes de la regién como pélenes
de pastos; Bermuda, Timothy, pélenes de arboles; cedro de las montafias, pdlenes de
malezas; Ambrosia, esporas de hongos; Alternaria, aéreo-alergenos intradomiciliarios;

Dermatophagoides sp, epitelio de perro y gato, y alimentos; leche de vaca, huevo y trigo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Esta bien estudiado que hay una asociacion entre la obesidad y un fenotipo Unico de asma
no-alérgica, sin embargo, los mecanismos inmunol6gicos aun no son bien conocidos. [21-
26]

Se han realizado varios estudios tanto en nifios/adolescentes como en adultos sobre los
mecanismos inmunoldgicos y la dindmica de las citocinas en el modelo del asma con
obesidad [21], sin embargo en la mayoria de los estudios no contesta nuestra pregunta de
investigacion, porque no especifica con claridad a que fenotipo pertenecen; si es el fenotipo
asmatico no-tipo 2 o si es el fenotipo asmatico tipo 2, tampoco mencionan la temporalidad
de los hechos; si la obesidad antecede al asma, asimismo solo el estudio de Dias et al. [68]
especifica detalladamente si se realizaron pruebas alérgicas para clasificar correctamente

al fenotipo.

Esta bien estudiado que el perfil inmunoldgico del asma alérgica es mediado por los
linfocitos Th2, asimismo, hasta el momento actual no se ha explorado detalladamente si en
el fenotipo asmatico no-tipo 2 predomina el perfil inmunoldgico del macréfago M1 (TNF-a)

y el perfil del linfocito Th17 (IL-17A, con su factor de transcripcion RORC).

Llama la atencién que los nifios/adolescentes con obesidad seguidos en las cohortes unos
desarrollan asma y otros no, que caracteristicas bioldgicas tienen los nifios/adolescentes
con obesidad que desarrollaron asma no-alérgica que los hacen diferentes al resto de los
adolescentes con obesidad, es posible que ciertos mecanismos epigenéticos como la
alteracion en el patrén de metilacion en los promotores de los genes de TNFA, RORC e

IL17A podrian formar parte de la plausibilidad biolégica del fenotipo asméatico no-tipo 2.

Respecto al patron de metilacion en los pacientes con asma alérgica, varios autores [97-
102] han demostrado que un bajo perfil de metilacion en los promotores de los genes de IL-
4, IL-4R, IL-5R, IL-13, STAT6 y GATAS3 se ha asociado con asma alérgica con una
respuesta inmunoldgica Th2, pero no tenemos el conocimiento si podria suceder lo mismo
en los pacientes con el fenotipo del asma no-alérgica asociada a la obesidad
especificamente en los promotores de los genes de IL17A, RORC en los linfocitos Th17 y

en las ILC3, y en el promotor del gen de TNFA en el macrofago M1.

El estudio de Jeong et al. [105] es similar a nuestro estudio, sin embargo no contesta

nuestra pregunta de investigacion; en primer lugar porque el perfil de metilacion fue
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realizado en regiones de varios genes y no especificamente en los promotores de los genes
de TNFA, IL17A y RORC; y en segundo lugar porque el patrén de metilacién cambia con la
edad y el estadio puberal [108]; si bien el estudio de Jeong et al. [105] fue realizado en
adultos, no sabemos cémo se podria comportar el perfii de metilacibn en
nifios/adolescentes con el fenotipo asmatico no-tipo 2. Por lo que en base a la informacion

obtenida en la literatura nos hemos formulado la siguiente pregunta de investigacion.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la diferencia en las concentraciones séricas de TNF-a e IL-17A, las expresiones
génicas y el grado de metilacion en los promotores de los genes de TNFA, IL17Ay RORC
en leucocitos de sangre periférica entre los grupos de adolescentes sanos, con asma

alérgica sin obesidad, obesidad sin asma y asma no-alérgica con obesidad?

HIPOTESIS

Las concentraciones séricas de TNF-a e IL-17A y las expresiones génicas de TNFA, IL17A
y RORC seran mayores y el grado de metilacion en los promotores de los genes de TNFA,
IL17A y RORC serd menor en el grupo de adolescentes con asma no-alérgica con obesidad
en comparacion con los grupos adolescentes sanos, con asma alérgica sin obesidad y

obesidad sin asma.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la diferencia en las concentraciones séricas de TNF-a e IL-17A, las expresiones
génicas y el grado de metilacion en los promotores de los genes de TNFA, IL17Ay RORC
en leucocitos de sangre periférica entre los grupos de adolescentes sanos, con asma

alérgica sin obesidad, obesidad sin asma y asma no-alérgica con obesidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la asociacion de las concentraciones séricas de TNF-a e IL-17A con las

expresiones génicas de TNFA, IL17A y RORC en los cuatro grupos de adolescentes.

Evaluar la asociacién en el grado de metilacién de los promotores de los genes de TNFA,

RORC e IL17A con sus expresiones génicas en los cuatro grupos de adolescentes.

Evaluar la asociacion del grado de metilacion de los promotores de los genes de TNFA,
IL17A y RORC con las concentraciones séricas TNF-a e IL-17A en los cuatro grupos de

adolescentes.
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JUSTIFICACION

La obesidad y el sobrepeso es un grave problema de salud publica en México, de acuerdo
con la encuesta nacional de salud y nutricion 2018, el 38.4% de nuestros adolescentes
entre 12 a 19 afios padecen sobrepeso y obesidad, y hasta el momento actual no se ha

demostrado ninguna estrategia eficaz para disminuir su prevalencia [109].

Estudios en nifios y adolescentes con asma y obesidad han demostrado que tienen mayor
riesgo de crisis asmatica grave, menor calidad de vida, peor control de los sintomas, mayor
numero de visitas a urgencias, uso de ventilacibn mecénica, resistencia a los esteroides
inhalados, mayores costos econémicos en una hospitalizacion, y un mayor nimero de dias
de estancia hospitalaria en comparacién con los nifilos y adolescentes con asma sin
obesidad [110].

La etiologia multifactorial del fenotipo asmatico no-tipo 2 es una limitacién importante para
el tratamiento y el control de la enfermedad en este grupo de pacientes [111-113]. El
conocer de una manera mas especifica las citocinas mas importantes de la inflamacién
sistémica de bajo grado de la obesidad y de las que causan un dafio pulmonar en el asma
como el TNF-a y la IL-17A nos permitird clasificar mejor el fenotipo asméatico en los

adolescentes y por lo tanto podriamos individualizar y ofrecer un mejor tratamiento.

Las alteraciones epigenéticas permitirdn aportar conocimientos en el entendimiento de la
plausibilidad biologica del fenotipo del asma asociado a la obesidad, en este caso, el grado
de metilacion de los promotores de los genes de TNFA, IL17A y RORC podria aportar una
posible explicacion del porqué los adolescentes con obesidad quienes durante el transcurso
del tiempo desarrollan el asma no-alérgica presentan mayores concentraciones séricas de

TNF-a e IL-17A y en consecuencia la enfermedad.
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METODOLOGIA
Disefio del estudio.

Por imposicion de la maniobra: Observacional.

Por disefio metodol6gico: Transversal comparativo

Por el numero de mediciones: Transversal

Por el tiempo y la recoleccion de datos: Prospectivo y prolectivo.
Por objetivo: Asociacion / Explicativo

Universo de estudio.

Estudio transversal comparativo en cuatro grupos de adolescentes:

Adolescentes sanos.
Adolescentes con asma alérgica sin obesidad.
Adolescentes con obesidad sin asma.

0N PR

Adolescentes con asma no-alérgica con obesidad.

De 11 a 18 afios de la consulta externa de la clinica de obesidad y del servicio de alergia e

inmunologia clinica pediatrica del Hospital Infantil de México Federico Gémez.

Muestreo: No probabilistico por conveniencia.

CRITERIOS DE SELECCION
Criterios de inclusion.

Criterios de inclusion de adolescentes con asma no-alérgica con obesidad.

1. Adolescentes de 11 a 18 afios.

2. Obesidad de origen exégeno con un IMC = percentil 95% de los valores de
referencia para edad y género de las gréficas del Centro de Control de

Enfermedades de Estados Unidos (CDC por sus siglas en inglés) [114].

3. Eldiagnéstico de obesidad debe de preceder al diagnéstico de asma.
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Diagnostico de asma realizado por un médico en base a la historia clinica,
exploracion fisica y los criterios clinicos de GINA 2018 [4] (Global Initiative For

Asthma por su nombre y siglas en inglés).
Asma con una evolucion de = de 6 meses.
Asma no alérgica (pruebas cutaneas negativas).

Diagnostico de asma confirmado por una espirometria de por lo menos de 12 meses
previos a la visita 1, con reversibilidad al B dos inhalado = 12% o 200 ml en el

volumen espiratorio forzado en el primer segundo (VEF1) respecto a su valor basal.

Con la gravedad del asma como leve intermitente, leve persistente y moderada
persistente de acuerdo con el National Asthma Education and Prevention Program
(NAEPP) (Expert Panel Report 3) [115].

Criterios de inclusiéon de adolescentes con obesidad sin asma.

Adolescentes de 11 a 18 afios.

Obesidad de origen exdégeno con un IMC = percentil 95% de los valores de
referencia para edad y género de las graficas del Centro de Control de

Enfermedades de Estados Unidos (CDC por sus siglas en inglés) [114].

Criterios de inclusion de adolescentes con asma alérgica sin obesidad.

1.

2.

Adolescentes de 11 a 18 afios.

Diagnostico de asma realizado por un médico en base a la historia clinica,
exploracion fisica y los criterios clinicos de GINA 2018 [4] (Global Initiative For

Asthma por su nombre y siglas en inglés).
Asma con una evolucion de = de 6 meses.
Asma alérgica (pruebas cutaneas positivas por lo menos a un aeroalérgeno).

Diagndstico de asma confirmado por una espirometria de por lo menos de 12 meses
previos a la visita 1, con reversibilidad al B dos inhalado = 12% o 200 ml en el VEF1

respecto a su valor basal.
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6.

IMC normal (IMC entre el 10 al 85% percentil de acuerdo con las gréaficas del Centro
de Control de Enfermedades de Estados Unidos (CDC por sus siglas en inglés)
[114].

Con la gravedad del asma como leve intermitente, leve persistente y moderada
persistente de acuerdo con el National Asthma Education and Prevention Program
(NAEPP) (Expert Panel Report 3) [115].

Criterios de inclusién de adolescentes sanos.

Adolescentes sanos de 11 a 18 afios

IMC normal (IMC entre el 10 al 85% percentil de acuerdo con las graficas del Centro
de Control de Enfermedades de Estados Unidos (CDC por sus siglas en inglés)
[114].

Criterios de exclusion.

Criterios de exclusién para los adolescentes con asma no-alérgica con obesidad.

1.

Tratamiento con inmunomoduladores e inmunoestimulantes previo a los 6 meses

de iniciar el estudio.

Criterios de exclusién para los adolescentes con asma alérgica sin obesidad.

1.

2.

Pacientes que estén recibiendo inmunoterapia especifica para alérgenos.

Tratamiento con inmunomoduladores e inmunoestimulantes previo a los 6 meses

de iniciar el estudio.

Criterios de exclusién para los cuatro grupos de adolescentes.

1.

2.

3.

Enfermedades sistémicas y crénico degenerativas (pulmonares, renales,
cardiovasculares, infecciosas, inmunolégicas, gastroenterolégicas, musculares,
endocrinopatias, diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares,

hipertension arterial, esteatosis hepética no alcohdlica y cancer).

Tratamiento con esteroide sistémico en ciclo cortd o contindio tres meses previos al

reclutamiento.

Tabaquismo activo y/o pasivo.
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Criterios de eliminacion.

1. Padres o tutores o pacientes que decidan retirarse del estudio en cualquier

momento.

2. Muestra no adecuada para obtener y procesar adecuadamente el material genético.
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DEFINICIONES OPERACIONALES DE LAS VARIABLES
Variables dependientes.

1. Concentraciones séricas de TNF-a

Definicion conceptual: EI TNF-a es una de las principales citocinas mediadoras en la
respuesta inflamatoria e inmune. Esta citocina es producida principalmente por monocitos,

macrofagos, linfocitos, tejido adiposo y musculos.

Definicion operativa: Concentracion de TNF-a en picogramos sobre mililitro (pg/ml) en el

suero de los sujetos de investigacion.
Método de medicion: ELISA ultrasensible.
Categoria: Cuantitativa

Escala de medicion: Continta

Unidad de medicion: pg/mi

2. Concentraciones séricas de IL-17A.

Definiciéon conceptual: Es una citocina inflamatoria que ejerce su funcién principalmente
sobre células mieloides y células mesenquimales, consiste en 155 aminoacidos con un
peso molecular aproximado de 35 kDa. Su funcién inmunolégica es la proteccién en contra

de hongos y bacterias extracelulares por medio de la activacién de los neutrdfilos.

Definicion operativa: Concentracion de IL-17A en picogramos sobre mililitro (pg/ml) en el

suero de los sujetos de investigacion.
Método de medicion: ELISA ultrasensible.
Categoria: Cuantitativa
Escala de medicion: Continta
Unidad de medicién: pg/ml.
3. Expresion génica de TNFA, IL17A y RORC.
Definicion conceptual: Es el acido ribonucleico que transfiere el coédigo genético

procedente del ADN del nucleo celular a un ribosoma en el citoplasma, determina el orden
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en que se uniran los aminoacidos de una proteina y actia como plantilla o patrén para la

sintesis de dicha proteina.

Definicion operativa: Es el acido ribonucleico de leucocitos de sangre periférica de los
sujetos de investigacion que transfiere el cédigo genético procedente del ADN del nucleo
celular a un ribosoma en el citoplasma, determina el orden en que se uniran los aminoacidos

de una proteina y actia como plantilla o patrén para la sintesis de dicha proteina.
Método de medicion: PCR en tiempo real
Categoria: Cuantitativa.
Escala de medicion: Continda.
Unidad de medicién: 2744t
4. Metilacién de los promotores de los genes de TNFA, IL17A y RORC.

Definicion conceptual: Es el mecanismo epigénetico de la adicién de un grupo metilo
(CH3) procedente de la S-adenosilmetionina por medio de la ADN-metiltransferasa al
carbono 5 de la citosina dando como resultado la 5-metilcitosina y S-adenosilhomocisteina.
La metilacion puede regular directamente la expresién de un gen al inhibir la interaccién de
los factores de transcripcién a los sitios en el dinucleotido CpG (sitio CpG) o facilitar la union

de los factores inhibitorios de transcripcion.

Definicion operativa: Es la proporcién de las citosinas unidas a un grupo metilo (CH3) en
el carbono 5 (5-metilcitosina) del dinucleotido CpG (sitio CpG) en los promotores de los
genes de TNFA, IL17A y RORC en leucocitos de sangre periférica de los sujetos de

investigacion.

Método de mediciéon: RT-PCR (PCR en tiempo real).
Categoria: Cuantitativa.

Escala de medicion: Continda.

Unidad de medicién: Porcentaje (%).
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Variables independientes.

1. Asma no-alérgica con obesidad.

Definicidon conceptual: Pacientes con diagnéstico de obesidad realizado por un médico
previo al diagnéstico de asma, caracterizada por sintomas respiratorias como tos,
sibilancias, opresion toracica y dificultad respiratoria, que varian en intensidad a lo largo del
tiempo, con limitacion del flujo de aire, con reversibilidad al $ dos inhalado = 12% o 200 ml
en el VEF1 respecto a su valor basal por espirometria, el asma no es asociada a alergia,

por lo tanto, las pruebas cutaneas (alérgicas) son negativas.

Definicion operacional: Pacientes con diagnéstico obesidad realizado por un médico
previo al diagnéstico de asma, caracterizada por sintomas respiratorias como tos,
sibilancias, opresion toracica y dificultad respiratoria, que varian en intensidad a lo largo del
tiempo, con limitacién del flujo de aire, con reversibilidad al B dos inhalado = 12% o 200 ml
en el VEF1 respecto a su valor basal por espirometria, el asma no es asociada a alergia,

por lo tanto, las pruebas cutaneas (alérgicas) son negativas.

Método de medicidon: Respecto al asma no-alérgica; por medio de historia clinica y
exploracién fisica, reversibilidad postbroncodilatador 212% o 200ml en VEF1 en la
espirometria, con pruebas cutaneas (alérgicas) negativas. Respecto a la obesidad; IMC=
Peso en Kg/(Talla en metros)? (kg/m?), IMC igual o superior al percentil 95% de los valores

de referencia para edad y género de las gréaficas del CDC [114].
Categoria: Cualitativa.
Escala de medicion: Nominal dicotomica.
Unidad de medicién: a. Con asma no-alérgica con obesidad.
b. Sin asma no-alérgica con obesidad.
2. Asma alérgica sin obesidad.

Definicion conceptual: Pacientes con IMC normal para su edad y con sintomas
respiratorias como tos, sibilancias, opresion toracica y dificultad respiratoria, que varian en
intensidad a lo largo del tiempo, con limitacion del flujo de aire, con reversibilidad al 3 dos
inhalado =2 12% o0 200 ml en el VEF1 respecto a su valor basal por espirometria, el asma es
asociada a alergia, por lo tanto, las pruebas cutaneas (alérgicas) son positivas por lo menos

a un aeroalérgenoy .
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Definicion operacional: Pacientes con IMC normal para su edad y sintomas respiratorias
como tos, sibilancias, opresion toracica y dificultad respiratoria, que varian en intensidad a
lo largo del tiempo, con limitacion del flujo de aire, con reversibilidad al § dos inhalado =
12% o 200 ml en el VEFL1 respecto a su valor basal por espirometria, el asma es asociada
a alergia, por lo tanto, las pruebas cutaneas (alérgicas) son positivas por lo menos a un

aeroalérgeno.

Método de medicidon: Respecto al asma alérgica; por medio de la historia clinica y
exploracién fisica, reversibilidad postbroncodilatador 212% 6 200ml en VEF1 en la
espirometria, con pruebas cutaneas (alérgicas) positivas. Respecto al IMC normal; IMC

entre el 10 al 85% percentil de acuerdo con las graficas del CDC [114].
Categoria: Cualitativa.
Escala de medicion: Nominal dicotomica.
Unidad de medicién: a. Con asma alérgica sin obesidad.
b. Sin asma alérgica sin obesidad.
3. Obesidad sin asma.

Definicion conceptual: De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud la obesidad

se define como el cimulo excesivo de grasa corporal que afecta la salud.!

Definicidon operacional: La obesidad en nifios y adolescentes se identifica cuando el IMC
es igual o superior del percentil 95% de los valores de referencia para edad y género de las
graficas del CDC [114].

Método de medicion: IMC= Peso/(Talla en metros)? (kg/m?), IMC igual o superior al

percentil 95% de los valores de referencia para edad y género de las gréaficas del CDC [114].
Categoria: Cualitativa.

Escala de medicion: Nominal dicotémica.

Unidad de medicién: a. Con obesidad sin asma.

b. Sin obesidad sin asma.
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Variables de confusion.

1. Edad.
Definicion conceptual: Edad desde el nacimiento al inicio del estudio en afios cumplidos.
Definicion operacional: Edad desde el nacimiento al inicio del estudio en afios cumplidos.
Método de medicidn: Historia clinica.
Categoria: Cuantitativa
Escala de medicion: Discreta.
Unidad de medicion: Afios.

2. Genero.
Definicion conceptual: Caracteristicas fenotipicas que diferencian al hombre de la mujer.
Definicion operacional: Caracteristicas fenotipicas que diferencian al hombre de la mujer.
Método de medicidn: Historia clinica y exploracion fisica.
Categoria: Cualitativa.
Escala de medicion: Nominal dicotémica.
Unidad de medicién: a. Masculino.

b. Femenino.
3. Tiempo de evolucion del asma.

Definicion conceptual: Tiempo transcurrido en afios desde que un médico realizo el

diagnostico de asma hasta el ingreso del estudio.

Definicion operacional: Tiempo transcurrido en afios desde que un médico realizo el

diagnostico de asma hasta el ingreso del estudio.
Método de medicidn: Historia clinica.
Categoria: Cuantitativa

Escala de medicion: Discreta.

Unidad de medicion: Afos.
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4. Tiempo de evolucion de la obesidad.

Definicion conceptual: Tiempo transcurrido en afios desde que un médico realizo el

diagnostico de obesidad hasta el ingreso del estudio.

Definicion operacional: Tiempo transcurrido en afios desde que un médico realizo el

diagnostico de obesidad hasta el ingreso del estudio.
Método de medicidn: Historia clinica.
Categoria: Cuantitativa
Escala de medicién: Discreta
Unidad de medicion: Afios
5. Gravedad del asma.
Definicion conceptual:

Asma leve intermitente de acuerdo con NAEPP [115]; a) el paciente puede presentar

sintomas de asma durante <2 dias/semana, b) puede presentar despertares nocturnos
debido a sintomas de asma durante <2 veces/mes, ¢) uso de B, agonista inhalado para el
control de los sintomas <2 dias/semana, d) los sintomas de asma no deben interferir con
sus actividades cotidianas, e) VEF: >80%, e) uso de esteroide sistémico para crisis

asmaticas 0-1 vez/afo.

Asma leve persistente de acuerdo con NAEPP [115]; a) el paciente puede presentar

sintomas de asma durante >2 dias/semana, pero no diario, b) puede presentar despertares
nocturnos debido a sintomas de asma durante 3-4 veces/mes, c) uso de . agonista
inhalado para el control de los sintomas >2 dias/semana, pero no diario y no mas de una
vez al dia, d) los sintomas de asma pueden tener una limitacién leve con sus actividades
cotidianas, e) VEF1 >80%, e) uso de esteroide sistémico para crisis asmaticas = 2

veces/afo.

Asma moderada persistente de acuerdo con NAEPP [115]; a) el paciente puede presentar

sintomas diariamente, b) puede presentar despertares nocturnos debido a sintomas de
asma durante >1 dia/semana, pero no todos los dias, c) uso de B, agonista inhalado

diariamente para el control de los sintomas, d) los sintomas de asma pueden tener una
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limitacion moderada con sus actividades cotidianas, e€) VEF1 60-80%, e) uso de esteroide

sistémico para crisis asmaticas = 2 veces/afo.
Definicion operacional:

Asma leve intermitente: si el paciente en la evaluacion clinica inicial presenta; a) sintomas

de asma durante <2 dias/semana, b) despertares nocturnos debido a sintomas de asma
durante <2 veces/mes, c) uso de B, agonista inhalado para el control de los sintomas <2
dias/semana, d) los sintomas de asma no deben interferir con sus actividades cotidianas,

e) VEF1 >80%, e) uso de esteroide sistémico para crisis asmaticas 0-1 vez/afio.

Asma leve persistente: si el paciente en la evaluacion clinica inicial presenta; a) sintomas

de asma durante >2 dias/semana, pero no diario, b) despertares nocturnos debido a
sintomas de asma durante 3-4 veces/mes, c) uso de 3, agonista inhalado para el control de
los sintomas >2 dias/semana, pero no diario y no mas de una vez al dia, d) los sintomas
de asma pueden tener una limitacion leve con sus actividades cotidianas, e) VEF: >80%,

€) uso de esteroide sistémico para crisis asmaticas = 2 veces/afio.

Asma _moderada persistente: si el paciente en la evaluacién clinica inicial presenta; a)

sintomas diariamente, b) despertares nocturnos debido a sintomas de asma durante >1
dia/semana, pero no todos los dias, c) uso de B, agonista inhalado diariamente para el
control de los sintomas, d) los sintomas de asma pueden tener una limitacion moderada
con sus actividades cotidianas, e) VEF1 60-80%, €) uso de esteroide sistémico para crisis

asmaticas = 2 veces/ano.
Método de medicion: Historia clinica.
Categoria: Cualitativa
Escala de medicion: Nominal policotémica
Unidad de medicion: a. Asma leve intermitente.
b. Asma leve persistente.
c. Asma moderada persistente.

6. Uso de Esteroide Inhalado.
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Definicion conceptual: Uso del grupo de medicamentos de esteroides inhalados como
fluticasona, beclometasona, ciclesonida, budesonida y mometasona para el control de los

sintomas de asma al momento de ingresar al estudio.

Definicion operacional: Uso del grupo de medicamentos de esteroides inhalados como
fluticasona, beclometasona, ciclesonida, budesonida y mometasona para el control de los
sintomas de asma al momento de ingresar al estudio, a dosis equivalentes de 200-
400ug/dia de budesonida inhalada.

Método de medicién: Historia clinica
Categoria: Cualitativa.
Escala de medicion: Nominal dicotémica.
Unidad de medicién: a. No utiliza.
b. Utiliza esteroide inhalado.
7. Estadio de Tanner.

Definicion conceptual: Escala de valoracion clinica de la evoluciéon de los caracteres

sexuales secundarios.

Definicion operacional: Escala de valoracion clinica de la evolucién de los caracteres

sexuales secundarios.

Método de medicidn: Exploracion fisica y escala de Tanner [116].

Categoria: Cualitativa

Escala de medicion: Ordinal.

Unidad de medicién: Grados de la escala de Tanner. a) Grado I.
b) Grado Il.
c¢) Grado Il
d) Grado IV.

e) Grado V.
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TAMANO DE LA MUESTRA

Se estim6 el tamafio de la muestra en base a una diferencia de medias de las
concentraciones séricas de TNF-a e IL-17A de acuerdo con la siguiente formula. N=
2s2(ZB+Za)?/d?

Los datos fueron tomados de acuerdo con ambos estudios de Rastogi et al. en nifios y en
adolescentes como se muestran en la siguiente tabla, con una significancia estadistica del
95% (a=0.05, bilateral) y con un poder estadistico del 80% (3=0.20).

Basados en nuestra hipotesis se realizé el siguiente calculo del tamafio de la muestra como
se aprecia en la Tablal. Hipoétesis: Las concentraciones séricas de TNF-a e IL-17A seran
mayores en los adolescentes con asma no-alérgica con obesidad en comparacién con los

adolescentes sanos, asma alérgica sin obesidad y obesidad sin asma.

Tabla 1. Célculo de tamafio de la muestra de acuerdo con los estudios de Rastogi et
al. en nifios y adolescentes.

Asma con obesidad Sanos Delta Desviacion n
estandar
TNF-a 1.31+£0.43 1.01+£0.33 0.31 0.43 26
IL-17A 0.07 £0.78 0.27 £ 0.93 0.20 0.78 238
Asma con obesidad | Asma sin obesidad
TNF-a 0.60 £ 0.46 0.29+0.44 0.31 0.46 35
IL-17A 0.07 £ 0.78 -0.13+£0.70 0.20 0.78 217
Asma con obesidad | Obesidad sin asma
TNF-a 1.31+£0.43 1.07 £0.35 0.24 0.43 43
IL-17A 0.07 £0.78 0.26 + 0.83 0.19 0.78 264

Al momento de realizar el calculo del tamafio de la muestra no contamos con los datos de
medias y desviacion estandar para la expresién génica y el perfil de metilacion de los
promotores de los genes de TNFA, IL17A y RORC entre los grupos estudiados. Por lo tanto,
el célculo del tamafio de la muestra solo fue realizado en base a las concentraciones séricas
de TNF-a e IL-17A. Debido a la factibilidad del estudio se incluyeron en el grupo de los
sanos a 23 adolescentes, en el de asma alérgica sin obesidad a 29 adolescentes, en el de
obesidad sin asma a 28 adolescentes y en el grupo de asma no-alérgica con obesidad a 22
adolescentes.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 estadistica descriptiva para obtener las medidas de tendencia central y
dispersién en variables cuantitativas (media, mediana, desviacién estandar (%), rango
intercuartil (RIQ) e intervalos de confianza del 95% (IC95%))

Para evaluar la distribucién normal de las variables cuantitativas se utiliz6 la prueba de
Shapiro-Wilk, se consideré normalidad un valor de p=0.05. Cuando la distribucion de los
datos fue normal se estim6 una diferencia de medias por medio de la prueba de ANOVA de
una via para mas de dos grupos y se realizé un andlisis de post-hoc de Bonferroni para

evaluar una diferencia de medias entre los grupos.

Cuando la distribucion de los datos no presento normalidad se utilizé la prueba estadistica
de U de Mann-Whitney para evaluar la diferencia de medianas en dos grupos y de Kruskal-
Walllis para mas de dos grupos, se realiz6é un andlisis post-hoc de Dunn para determinar las

diferencias de medianas entre los diferentes grupos.

Se utiliz6 la prueba de Chi-cuadrada para estimar una diferencia de proporciones en las
variables cualitativas. Para evaluar la correlacion entre dos variables cuantitativas se utilizé
la prueba estadistica de coeficiente de correlacion de Spearman y se consideré una
correlacion débil rs<0.30, una correlacién moderada 0.3<rs<0.70 y una correlacion fuerte
rs>0.70 [117].

Se realiz6 un modelo de regresion lineal multivariable para ajustar las variables de
confusién, con el objetivo de cumplir con los supuestos en el modelo de regresion
multivariable todas las variables cuantitativas fueron transformadas al logaritmo natural con
la finalidad de tener datos mas robustos y con distribucion normal. El perfil de metilacion de
los promotores de los genes de RORC, IL17A y TNFA no se transformé a logaritmo natural

dado que present6 una distribucién normal.

Se determind una diferencia estadisticamente significativa si el valor de p<0.05. Se utilizd
el software estadistico STATA® version 16.0 y GraphPad® Prism software, version 8
(GraphPad Software, La Jolla, Calif).
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CONSIDERACIONES ETICAS

El presente estudio se apegd a los lineamientos internacionales de la declaraciéon de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial “Principios éticos para las investigaciones
médicas en seres humanos” [118] y al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia

de Investigacion para la Salud.

Se obtuvieron 5 ml de sangre con anticoagulante para realizar la determinacion de la
expresion génica y el perfil de metilacion en los promotores de los genes, y 5ml de sangre
sin anticoagulante para medir las concentraciones séricas de TNF-a e IL17-A. De acuerdo
con el articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion

para la Salud el presente estudio se considera de riesgo minimo para los participantes.

Los investigadores del presente estudio siempre se aseguraron de llevar a cabo el principio
de la autonomia revelando siempre la informacion necesaria contenida en la carta del
consentimiento informado, verificando su comprension de la misma por parte de todos los

padres o tutores y los participantes fortaleciendo siempre la voluntariedad de estos.

A todos los padres o tutores de los participantes del estudio se les solicito el consentimiento
informado (anexo 1), a todos los participantes se les solicito el asentimiento informado

(anexo 2).

El principio de no maleficencia se llevd a cabo respetando la privacidad de todos los
participantes, se protegio la confidencialidad de la informacién y nunca se omitié algun tipo

de informacion respecto a los riesgos y beneficios de los procedimientos del estudio.

El principio de beneficencia se llevo a cabo explicando detalladamente los beneficios del
estudio. Se llevo a cabo el principio de justicia al momento de seleccionar a los
participantes, a todos los potenciales candidatos se les realizo la invitacion a participar en

el estudio sin importar la raza, etnicidad, género y condicién socioeconémica.

El protocolo ha sido aprobado por los comités de investigacion, ética en investigacion y de
bioseguridad con el nUmero de aprobacién HIM/2013/015, SSa. 1061.
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CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD

La toma de muestra de sangre se llevo a cabo de acuerdo con los lineamientos propuestos
por la norma oficial mexicana NOM-007-SSA3-2011 para la organizaciéon y funcionamiento

de los laboratorios clinicos y el material sera estéril y de uso unico.

Para la manipulacién tanto del material biol6gico como de los reactivos que se emplearon
durante el desarrollo del proyecto se utilizé de manera permanente elementos de proteccion
personal: bata, guantes y en algunos casos protectores como cubre bocas o lentes,
mantenidos en buenas condiciones de higiene. Los desechos generados a partir de las
muestras biol6gicas fueron contenidos dentro de un recipiente rojo, especificamente para

fluidos biolégicos.

Las puntas para micro-pipetas, tubos, gasas, algodén entre otros instrumentos que
estuvieron en contacto con el material biolégico se depositaron en un contenedor para
desechos sélidos. En el caso de los desechos punzocortantes se colocaron en un solo
recipiente rojo destinado para ese fin. Cada contenedor se encontraba debidamente
etiquetado. En cuanto a otro tipo de desechos no biolégicos empleados para el trabajo de

laboratorio se depositaron en un recipiente destinado a este tipo de productos.
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DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Visita 1. Reclutamiento.

El paciente fue captado por la consulta externa del departamento de alergia o de la clinica
de obesidad del Hospital Infantil de México Federico Gomez y de escuelas secundarias
aledafias a la zona del hospital. El paciente se cit6 en la oficina de Alergia e Inmunologia

Clinica Pediétrica una vez que se corroboran los criterios de inclusién o exclusién.

Una vez que se platico con los padres o tutores sobre el estudio, los objetivos y los
beneficios posibles, se procedié a realizar el proceso y firma del consentimiento y

asentimiento informado (anexo 1) (anexo 2).

Se realizé una historia clinica completa (anexo 3), examen fisico (EF) y antropometria por
un médico especialista en alergia e inmunologia clinica pediatrica, toma de signos vitales
(frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, presion arterial, temperatura y medicion de
peso, talla e indice de masa corporal, perimetro abdominal, perimetro de cintura y de

cadera).

La altura se midi6 hasta los 0,5 cm mas cercanos utilizando un estadidmetro, y el peso se

midi6 al 0,1 kg més cercano utilizando una bascula clinica (Health Meter® 402 KL, USA).

Los adolescentes se pesaran con ropa ligera y sin zapatos. La circunferencia de la cintura
se medi6 en la linea media entre la dltima costilla y la cresta iliaca después de una
espiracion normal y en una posicion de pie. El IMC se calcul6 el peso en kilogramos divido

entre la altura en metros elevado al cuadrado.
Visita 2. Toma de laboratorios.

En la tercera visita se obtuvo 10 ml de sangre venosa en ayuno para los ensayos de
laboratorio. Para la cuantificacién de las concentraciones séricas de IL-17A y TNF-a se
utilizé un tubo vacutainer rojo de 5ml; para la cuantificacion de la expresion génica y el
grado de metilacion de los genes, el ADN y el ARNm se extrajeron de 5 ml sangre venosa

del tubo vacutainer morado con anticoagulante.

Se obtendrdn muestras sanguineas venosas en ayuno de 8 horas a las 9:00 am, el cual
seran tomadas por médicos especialistas y por quimicos farmacobi6logos en el laboratorio
de alergia e inmunologia clinica pediatrica, posteriormente se trasladaran y se procesaran

para el suero, ARNm y ADN en el laboratorio de investigacién en farmacologia.
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Visita 3. Resultados.

La cuarta visita es para dar el conocimiento de la informacion obtenida de los laboratorios

a los padres/tutores y al paciente.

Cronograma del estudio.

Visitas Visita 1

Margen entre visitas 1-15 dias
antes de la
visita 2

Consentimiento Informado. X
Historia Clinica. X
Criterios de seleccion. X
Exploracion Fisica. X
Toma de muestra de material genético y

suero.

Informacion de los resultados a los

padres/tutores y al paciente de los examenes

practicados.
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RECURSOS HUMANOS E INFRAESTRUCTURA FISICA

Los pacientes fueron captados por la consulta externa de la clinica de obesidad y la consulta
externa de Alergia e Inmunologia Clinica Pediatrica del Hospital Infantil de México Federico
Gomez (HIMFG) y de escuelas secundarias aledafias a la zona del hospital. Dichas
unidades cuentan con todo el equipo de infraestructura que apoya la realizacion de los

expedientes.

El servicio de Alergia e Inmunologia Clinica Pediatrica del HIMFG cuenta con alerg6logos
titulados y certificados por el Consejo Nacional de Inmunologia Clinica A.C, quienes
realizaran los procedimientos clinicos como; historia clinica, exploracién fisica,
antropometria, la seleccion adecuada de los pacientes, pruebas cutaneas y la toma de los
laboratorios. El laboratorio de fisiologia pulmonar cuenta con un espirometro equipado
marca Vmax Spectra® 209, Yerba Linda, CA, USA y un técnico capacitado realizar pruebas

de funcién pulmonar.

El trabajo experimental se llevo a cabo en el laboratorio de Investigacion en Farmacologia
del HIMFG el cual cuenta con la siguiente infraestructura: qPCR (PrimePro48®), PCR punto
final (Prime), NanoPhotometer, Synergy 2® (Lector de microplacas para medicion de
ELISA), centrifugas de mesa refrigerada, espectrofotometro, camara de electroforesis,
sistema de imagen E-Gel, refrigerador de -70 °C y de -30 °C, bafios de incubacién, balanza
analitica. Ademas, dicha unidad cuenta con 3 quimicos académicos, 3 auxiliares
laboratorios y 1 secretaria quienes apoyaron para cumplir con los objetivos de este

proyecto.
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ENSAYO DE LABORATORIO
Determinaciéon de las concentraciones séricas de TNF-a e IL-17A.

Las concentraciones séricas de TNF-a e IL-17A fueron medidas por medio de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA por sus siglas y nombre en inglés Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) usando el TNF alpha Human ELISA Kit, Ultrasensitive
Marca: Thermo Fisher Scientific® y el Human IL-17 Quantikine HS ELISA Kit Marca: R&D

Systems® respectivamente.
Determinacién de la expresion génica.
Extraccion ARNm Total

La sangre total se almacen6 en tubos con EDTA para su posterior procesamiento. El ARN
se extrajo por el método del Tiocinato de guanidino (Trizol MR) (Chomczynski, 1993) [119].
Se tomaron 300 L de sangre total y se colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 mL con 700
ML de Trizol. El material contenido en el tubo fue agitado en vortex para lisar completamente
las células, posteriormente se agregaron 200 pL de cloroformo, se mezcld por vortex y se
deja incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente, una vez transcurrido este tiempo
se centrifuga la mezcla a 13,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente se recuperd
el sobrenadante y se paso a un tubo de 1.5 mL, a continuacion se le adicionaron 500 pL de
isopropanol, se mezclé por inversién, se incuba a temperatura ambiente durante 15 minutos
y se centrifug613,000 rpm durante 15 minutos a 4°C. (se observa un pellet en el fondo del
tubo). Se descarto el sobrenadante y se adicionaron 1000 pL de etanol al 70% y se mezcla
en vortex para resuspender el pellet y se centrifuga 13,000 rpm durante 15 minutos a 4°C
(este procedimiento 3 veces para lavar el ARN). Se desecha el sobrenadante y de deja

secar el ARN durante 1 hora aproximadamente.
Tratamiento con inhibidor de ARNasas y ADNasas

Una vez obtenido el ARN, se realizé un tratamiento para inhibir ARNasas y eliminar ADN
(ADNsas), para evitar la fragmentacion y degradaciéon, ademas de eliminar ADN remanente
de nuestras muestras. Se incubaron las muestras con un buffer conformado de: buffer de
incubacion (1X), ADNasa (1X), inhibidor de ARNasas (1X) en un volumen final de 50 pL
(Thermo, Scientific). A continuacién, se incubaron las muestras a 37°C por 20 minutos,

posteriormente se detuvieron las reacciones adicionando 400 pL de Trizol y se volvié a
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extraer el ARN por el método aqui mencionado. Finalmente, el ARN se suspendié en 20 pL

de agua libre de ARNasas.
Cuantificacion e integridad de ARNm total

La cuantificacion de ARN total fue realizada en el espectrofotometro (IMPLENT) colocando
1 uL de muestra, se tomé en cuenta la relacion de pureza 260/230 y 260/280 nm la cual se

mantuvo entre 1.9+ 0.2 en todas las muestras, el cual fué consistente con la ausencia de

contaminacién del ARN. Para corroborar la integridad del ARN se realizé una electroforesis

en gel de agarosa (2%) a 60 volts durante 30 minutos para identificar la integridad de las

subunidades 18s y 28s.
Sintesis de ADNc

Se sintetizd el ADNc a partir de 1 ug ARN mediante la reaccion de retrotranscriptasa
(Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit de Roche) de acuerdo con (Hidalgo-Figueroa
etal., 2017) [120].

Amplificacion de genes por RT-gPCR (tiempo real)

El cADN resultante se utilizé para la amplificacion de los genes target TNFA y RORC, asi
como GAPDH (housekeeping). Las secuencias de los primers fueron como se muestran en
la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de los primers usados para la expresion génica de TNFA, IL17A
y RORC por RT-qPCR.

Gen Secuencia del primer (5°-3") GenBank accession
TNFA S: CTATCTGGGAGGGGTCTTCC NM_000594.4

AS: GGTTGAGGGTGTCTGAAGGA
RORC S: AGTCGGAGGGCAAGATCAGA NM_001001523.2
AS: CAAGAGAGGTCCTGGGCAAG
IL17A S: ACCATTCCCAAAAGGTCCTC NM_002190.3
AS: GGGGACAGAGTTCATGTGGT
GAPDH | S: CGACAACTTTGTCAAGCTCA NM_001256799.3
AS: AGGGGTCTACATGGCACCTG

S: sentido, AS: antisentido.
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La mezcla de reaccion de PCR en Tiempo Real se llevo a cabo en un volumen final de
reaccién de 10 ul de la siguiente manera: 5 ul del FastStart SYBR Master (Roche), , [300
nM] de primer sentido, [300 nM] ul del primer antisentido, 1 pL de cADN, el volumen final
se ajustd a 10 pL con con H20 grado PCR libre de ARNsas y ADNasas . Las mediciones
especificas del ARN mensajero fueron realizadas en el sistema Prime Pro 48 Real-Time
PCR (TECHNE).. EI RT-gPCR se condujo empleando las siguientes condiciones de ciclos:
preincubacion de la enzima 10 min a 95°C, desnaturalizacibn a 95°C por 10 seg,
alineamiento a 60 °C por 15 seg, amplificacion a 72°C por 10 seg. Ciclos totales 40. El
threshold (Ct) fue medido en duplicado por cada muestra. Al final de la amplificaciéon se
realizé un analisis mediante una curva melting para corroborar la amplificacion de productos
especificos de la siguiente manera: desnaturalizacién a 95°C con una rampa de 0.1°C de
decremento de temperatura por seg. Los valores de ACt fueron calculados para cada gen
en cuestion de la manera siguiente: Ct de interés-Ct de referencia (housekeeping). Los
cambios relativos en la expresion de cada gen especifico (AACt) fueron calculados como
ACt de la muestra menos la ACt de referencia y presentados como 224t de acuerdo a
(Giacoman-Martinez et al., 2019) [121].

Determinacién del porcentaje de metilacién del ADN.
Disefio de Cebadores (Primers)

Para el disefio de primers se realiz6 la busqueda de las secuencias promotoras que regulan
cada gen (RORC e IL17A) en la plataforma NCBI (National Center for Biotechnology
Information) en donde se analizé al menos 2.5 kb de secuencias corriente arriba de los
genes mencionados. A continuacion, mediante el software MethPrimer® (Li LC, Dahiya R,
2002) se buscaron regiones o “islas” CpG (considerandose regiones con 50% o mas de
CpG’s). Las regiones seleccionadas para el disefio de los primers, fueron las regiones
proximales al gen, en donde se considera la regién mas importante para la regulacion de la
expresion génica. Posteriormente, estas secuencias se utilizaron para el disefio de los
primers. A través de la plataforma MethPrimer®, se disefiaron los primers para secuencias
metiladas y no metiladas (Tabla 3), considerando que los primers fueran complementarias
de regiones CpG’s. Para el caso de la seleccion de los primers de la regién promotora de

TNFA se utilizaron los empleados en el estudio de Cordero et al. [122].

Aislamiento de ADN
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El ADN de las muestras se aisl6é con el kit Master Pure™ (Epicentre®), de acuerdo a las

instrucciones del protocolo del proveedor.
Transformacion del ADN con bisulfito

El fundamento de la técnica se basa en convertir citocinas de CpG’s no metiladas en
uracilos, sin afectar a citocinas de CpG’s metiladas. Se utilizé la tecnologia EpiTect® Fast
DNA Bisulfite kit. 4 ug de ADN por cada muestra se colocaron de manera individual en tubos
de 200 pL a las que se les adiciondé 80 puL de mezcla de bisulfito y 35 yL de buffer de
protecciéon de ADN, se ajusté con agua libre de DNAsas a 140 uL y se homogenizé. A
continuacion, se llevdé a cabo la conversion con bisulfito en un termociclador, con las
siguientes condiciones de temperatura secuenciales: 5 min a 95°C (desnaturalizacién), 25
min a 60°C (Incubacion), 5 min a 95°C (desnaturalizacién), 85 min a 60 °C (incubacién), 5
min a 95°C (desnaturalizacién), 175 min a 60°C (incubacion) y finalmente a 20°C.
Posteriormente, se centrifugaron las reacciones a 1000 g por 15 segundos posteriormente
se transfiri6 cada muestra a tubos de 1.5 mL. Después, se adiciono 560 pL de buffer BL
(Carrier de ARN, y se mezcl6 con vortex y se centrifugo a 1000 g por 2 min. Posteriormente,
se paso6 por la columna, se centrifugo a 14000 g por 1 min y se descarto el filtrado,
posteriormente, se adicioné 500 uL buffer de lavado a la columna y se centrifugo a 14000
g por 1 miny se descarto el filtrado (el lavado se realiz6 2 veces consecutivas). Se incubaron
los tubos a 56 °C por 5 min. Se colocé la columna en un tubo de 1.5 mL y se adiciono 20
uL de buffer EB en cada membrana de la columna y se centrifugo a 15000 g por 1 min.
Finalmente, el ADN recuperado y convertido se almacend a -20°C para los siguientes

experimentos.
PCR en tiempo real

El ADN convertido se utilizé como templado para evaluar la metilaciéon de las secuencias
promotoras. Se utilizé la tecnologia FastStart SYBR™Green Master, bajo las siguientes
condiciones secuenciales: 95°C por 10 minutos seguida de 40 ciclos de: 94°C por 10
segundos, 57°C o0 58°C (dependiendo cada juego de primers, Tabla 3) por 30 segundos y
72°C por 30 segundos. De manera complementaria, se realiz6 una curva melting para

asegurar no amplificar productos inespecificos.

El porcentaje de metilacion se obtuvo mediante la siguiente formula; metilacion = [primer

no-metilado / (primer no-metilado + primer metilado)] * 100
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Tabla 3. Secuencia de los primers metilados y no metilados usados para la medicion
del perfil de metilacion en los promotores de TNFA, IL17A y RORC por RT-gPCR.

Gen Secuencia del primer (5°-3") Temperatura
(ciclos)
TNFA | (M) S: TTAGAAGATTTTTTTCGGAATC 57°c (40)
(M) AS: TATCTCGATTTCTTCTCCATCG 57°c (40)

TNFA | (NM) GGTTTAGAAGATTTTTTTTGGAATT 57°C (40)
(NM) TCTATCTCAATTTCTTCTCCATCAC 57°C (40)

RORC | (M) S: TTTAATAAGGGGATTGGGTACG 58°C (40)
(M) AS: GTCCTTTCAAAACAAAACGATA 58°C (40)
RORC | (NM) TTAATAAGGGGATTGGGTATGTG 58°C (40)
(NM) CATCCTTTCAAAACAAAACAATA 58°C (40)
ILI7A | (M) S: TGGGAGGTAAAGTGTCGTTA 58°C (40)
(M)AS: AAACAATATAAAAACTCCCTACGCA | 58°c (40)
ILI7A | (NM) GTGATTTGGGAGGTAAAGTGTT 58°C (40)
(NM) ACAATATAAAAACTCCCTACACAA 58°c (40)

M: metilado, NM: no metilado, S: sentido, AS: antisentido.

59



RESULTADOS
Caracteristicas clinicas en los cuatro grupos de adolescentes.

Se estudiaron a 102 adolescentes divididos en cuatro grupos de acuerdo su IMC y su
condicién respiratoria; 1) adolescentes sanos (n=23), 2) asma alérgica sin obesidad (n=29),
3) obesidad sin asma (n=28) y 4) asma no-alérgica con obesidad (n=22). Como se puede
apreciar en la Tabla 4 la edad no demostré ser diferente entre los cuatro grupos (p=0.2). La
proporcion del sexo femenino/masculino fue semejante entre los grupos (p=0.9), asi como

la proporcion del estadio de Tanner II/III/IV/V (p=0.8).

Respecto a las medidas antropométricas no se demostrd una diferencia estadisticamente
significativa entre los grupos de adolescentes sanos versus los adolescentes con asma
alérgica sin obesidad, y entre los grupos de adolescentes con obesidad sin asma y asma
no-alérgica con obesidad, especificamente en estos dos grupos de adolescentes con

obesidad sus medidas antropométricas fueron muy similares (Tabla 4).

Como era de esperarse en los grupos de adolescentes con obesidad sin asma y asma no-
alérgica con obesidad las medidas antropométricas como peso, IMC, IMC percentil %, IMC
z-score, circunferencia abdominal, de cadera y cintura fueron significativamente superiores

comparado con los grupos de adolescentes sanos y asma alérgica sin obesidad (Tabla 4).

El tiempo de evolucién de la obesidad fue mayor en el grupo de adolescentes con asma no-
alérgica con obesidad comparado con el grupo de obesidad sin asma (9.0 afios (RIQ: 7.0-
13.0) vs 5.0 afios (RIQ: 5.0-5.0), p < 0.001, respectivamente) (Tabla 4).

Respecto a las caracteristicas clinicas del asma la proporcién de adolescentes con asma
controlada en el grupo de asma alérgica sin obesidad y asma no-alérgica con obesidad
fueron considerablemente similares (51.7% vs 50.0%, p=0.9, respectivamente). En relacion
con la gravedad de la enfermedad, la gran mayoria de los adolescentes con asma alérgica
sin obesidad y asma no-alérgica con obesidad se clasificaron como asma leve persistente
(61.2% vs 54.5%, p=0.08, respectivamente). La proporcion de adolescentes que utilizaron
esteroide inhalado y antileucotrienos al momento del reclutamiento fue muy similar en
ambos grupos asmaticos (52.0% vs. 54.5%, p=0.8, respectivamente), asimismo el tiempo
de evoluciéon del asma fue similar en ambos grupos (6.0 afios (RIQ: 5.0-8.0) vs 5.0 afios
(RIQ: 5.0-6.0), p=0.1, respectivamente) (Tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas en los cuatro grupos de adolescentes.

AS AA OB ANA p
(n=23) (n=29) (n=28) (n =22)

Edad, afios 16.0 (13.0-18.0) 13.0 (12.0-17.0) 14.0 (13.0-17.7) 14.0 (11.0-17.0) 0.2
Femenino, n (%) 12 (52.2%) 17 (58.6%) 17 (60.7%) 11 (50.0%) 0.9*
Tanner, n lI/IN/IVIV 1/6/6/10 3/11/7/8 4/6/10/8 4/7/5/6 0.8*
Peso, kg 54.0 (45.0-58.5) 48.0 (41.6-57.3) 74.8 (70.3-84.9) &# 71.4 (64.0-81.1) &# <0.001
Talla, cm 160.0 (154.0-165.0) 155.0 (147.5-164.5) 159.1 (155.0-162.0) 159.1 (152.7-165.5) 0.5
IMC, kg/m? 21.0 (17.8-23.4) 20.1 (18.5-21.1) 30.5 (28.0-32.3) &# 27.9 (26.7- 31.2) &# <0.001
IMC Percentil, % 52.0 (43.0-65.0) 70.0 (41.0-76.5) 97.0 (96.0-98.8) &# 97.0 (96.0-98.1) &# <0.001
IMC z-score 0.2 (0.0-0.3) 0.4 (-0.2-0.8) 1.8 (1.7-2.0) &# 1.8 (1.7-2.1) &# <0.001
C. Abdominal, cm 76.0 (70.4-83.0) 74.0 (69.4-80.0) 98.0 (93.3-102.7) &# 96.5 (90.4-99.9) &# <0.001
C. de cintura, cm 74.2 (67.0-81.8) 72.0 (65.5-79.0) 92.4 (89.6-98.8) &# 90.5 (84.5-96.8) &# <0.001
C. de cadera, cm 85.5 (78.3-90.8) 82.0 (79.3-89.8) 103.0 (99.9-109.1) &#  101.0 (94.7-108.6) &# <0.001
Tiempo de obesidad, (afios) 5.0 (5.0-5.0) 9 (7.0-10.3) <0.0019
Tiempo de asma, (afos) 6.0 (5.0-8.0) 5.0 (5.0-6.0) 0179
Control del asma 0.9*
Controlada (n, %) 15 (51.7%) 11 (50.0%)
Parcialmente controlada (n, %) 14 (48.3%) 11 (50.0%)
Gravedad del asma 0.08*
Leve intermitente (n,%) 6 (20.7%) 1 (4.5%)
Leve persistente (n,%) 18 (62.1%) 12 (54.5%)
Moderada persistente (n,%) 5 (17.2%) 9 (40.9%)
Esteroide inhalado (n,%) $ 15 (52.0%) 12 (54.5%) 0.8*
Antileucotrieno (n,%) 5 (17.2%) 7 (31.8%) 0.2*

*Chi-cuadrada de Pearson, § U de Mann-Whitney. Los valores son expresados en medianas y rango intercuartil (RIQ). Abreviaturas:
IMC, indice de masa corporal; C, circunferencia; AS, adolescentes sanos; AA, asma alérgica sin obesidad; OB, obesidad sin asma,;
ANA, asma no-alérgica con obesidad.

& p<0.001 vs AS; # p<0.001 vs AA

$ Dosis equivalente a 200-400 ucg de budesonida.
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Concentraciones séricas de TNF-a y expresion génica de TNFA.

Respecto a las concentraciones séricas de TNF-a, el analisis no ajustado demostré que el
grupo de asma no-alérgica con obesidad presenta mayores concentraciones de TNF-a en
comparacion con el grupo de obesidad sin asma (4.6 pg/ml (RIQ: 3.5-7.3) vs 3.1 pg/ml (RIQ:
2.5 -4.3), p=0.02, respectivamente), no se observo que el grupo de asma nho-alérgica con
obesidad (4.6 pg/ml (RIQ: 3.5-7.3) presentara mayores concentraciones de TNF-a versus
el grupo de los adolescentes sanos (3.8 pg/ml (RIQ: 2.8-4.3), p=0.3) y asma alérgica sin
obesidad (3.7 pg/ml (RIQ: 2.9-4.8), p=0.4) (Figura 10A).

Sin embargo, en los modelos multivariables, las concentraciones de TNF-a fueron
superiores en el grupo de asma no-alérgica con obesidad en comparacion con el grupo de
los sanos (B=-0.4, IC95% (-0.7, -0.2) p=0.02), asma alérgica sin obesidad ($=-0.3, IC95%
(-0.5, -0.03), p=0.03) y obesidad sin asma (=-0.5, IC95% (-0.7, -0.2), p<0.001) (Tabla 5 -
Tabla 7). Las concentraciones de TNF-a fueron superiores en los adolescentes en estadio
de Tanner Il en comparacion con los adolescentes en estadio de Tanner Il (3=-0.5, IC95%
(-0.9, -0.06), p=0.02) y Tanner IV (=-0.6, IC95% (-1.1, -0.02), p=0.04) (Tabla 7).

La expresion génica de TNFA fue mayor en el grupo de asma no-alérgica con obesidad (2.1
(RIQ: 1.3-2.8)) en comparacion con el grupo de los adolescentes sanos (0.9 (RIQ. 0.7-1.3),
p<0.001) y el grupo de obesidad sin asma (1.0 (RIQ: 0.8-1.4), p=0.003) (Figura 10B). No se
demostré una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de asma no-alérgica
con obesidad versus asma alérgica sin obesidad en el andlisis no ajustado (2.1 (RIQ: 1.3-
2.8) vs 1.3 (RIQ: 1.1-2.2), p=1.0, respectivamente) y en los modelos de regresion lineal
multivariable (Tabla 5 - Tabla 7).

El resto de las variables de confusion incluidas en los modelos multivariables como el sexo,
edad, tiempo de evolucion de la obesidad, gravedad del asma, el uso de esteroide inhalado
y el tiempo de evolucién del asma no demaostraron ser predictoras para las concentraciones

séricas de TNF-a y la expresion génica de TNFA (Tabla 5 — Tabla 7).
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Figura 10. Concentraciones séricas de TNF-a y expresion génica de TNFA en los

cuatro grupos de adolescentes.
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Figura 10. Valores expresados en medianas y rango intercuartil. Se realiz6 la prueba estadistica de Kruskal-

Wallis con el andlisis post hoc de Dunn para evaluar las diferencias en las medianas entre los grupos. AS:

adolescentes sanos, AA: asma alérgica sin obesidad, OB: obesidad sin asma, ANA: asma no-alérgica con

obesidad, ns: no significativo.
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Perfil de metilacion en el promotor de TNFA.

Como podemos apreciar en la Figura 11, el grupo de asma nho-alérgica con obesidad
presentd un menor perfil de metilacion en comparacion con el grupo de los adolescentes
sanos (46.9% * 3.8 vs 55.2% + 4.2, p<0.001). No se demostré que el grupo de asma no-
alérgica con obesidad presentara un menor perfil de metilacion en el promotor de TNFA en
comparacion con el grupo de asma alérgica sin obesidad (46.9% + 3.8 vs 48.4% + 2.9,
p=1.0, respectivamente) y obesidad sin asma (46.9% + 3.8 vs 46.9% * 4.4, p=1.0,

respectivamente).

Es notable que el grupo de los adolescentes sanos presenté un mayor perfil de metilacién
al resto de los tres grupos de adolescentes enfermos. El perfil de metilacion en el promotor
de TNFA fue mayor en el grupo de los adolescentes sanos (55.2% + 4.2) en comparacion
con el grupo de asma alérgica sin obesidad (48.4% + 2.9, p<0.001), el de obesidad sin asma
(46.9% + 4.4, p<0.001), y asma no-alérgica con obesidad (46.9% = 3.8, p<0.001) (Figura
11).

En los modelos de regresion lineal multivariable observamos que los adolescentes en
estadio de Tanner Il presentaron un mayor perfil de metilacion en comparacion con los de
estadio de Tanner IV (3=-3.4, IC95% (-6.7, -0.1), p=0.04) (Tabla 8). El resto de las variables
de confusion incluidas en los modelos multivariables como el sexo, edad, tiempo de
evolucion de la obesidad, gravedad del asma, el uso de esteroide inhalado y el tiempo de
evolucion del asma no demostraron ser predictoras para el perfil de metilacion en el
promotor de TNFA (Tabla 8 — Tabla 10).
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Figura 11. Perfil de metilacion en el promotor de TNFA en los cuatro grupos de

adolescentes.
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Figura 11. Valores expresados en medias. Se realizé la prueba estadistica de ANOVA de una via con el andlisis
post hoc de Bonferroni para evaluar las diferencias de las medias entre los grupos. AS: adolescentes sanos,
AA: asma alérgica sin obesidad, OB: obesidad sin asma, ANA: asma no-alérgica con obesidad, ns: no

significativo.

Concentraciones séricas de IL-17A y expresion génica de IL17A.

Las concentraciones séricas de IL-17A fueron mayores en el grupo de asma no-alérgica
con obesidad (0.8 pg/ml (RIQ: 0.6-1.0)) en comparacién con el grupo de los adolescentes
sanos (0.5 pg/ml (RIQ: 0.1-0.8), p=0.04) y asma alérgica sin obesidad (0.4 pg/ml (IQR: 0.3-
0.9), p=0.01) (Figura 12A). No se observd una diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos de asma no-alérgica con obesidad versus obesidad sin asma en el analisis
no ajustado (0.8 pg/ml (RIQ: 0.6-1.0) vs 0.6 pg/ml (RIQ: 0.4-0.8), p=0.6, respectivamente) y

en los modelos de regresion lineal multivariable (Tabla 5 - Tabla 7).

Se observé que a mayor edad en afios son menores las concentraciones séricas de IL-17A
(B=-2.9, IC95% (-5.2, -0.5), p=0.01) (Tabla 5), de la misma manera a mayor tiempo de

evolucién del asma son menores las concentraciones de IL-17A (=-0.6, IC95% (-1.0, -0.2),
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p=0.007) (Tabla 7). Sin embargo, a mayor tiempo de evolucion de la obesidad son mayores
son las concentraciones de IL-17A ($=0.8, IC95% (0.2, 1.3), p=0.007) (Tabla 6). El resto de
las variables de confusién como el estadio de Tanner, la gravedad del asma y el uso de
esteroide inhalado no demostraron ser predictoras para las concentraciones séricas de IL-
17A (Tabla 5 — Tabla 7).

Como podemos observar en la Figura 12B la expresion génica de IL17A fue superior en el
grupo de asma no-alérgica con obesidad (7.2 (RIQ: 5.8-8.3)) en comparacién con el grupo
de los sanos (0.7 (RIQ: 0.4-1.6), p<0.001), asma alérgica sin obesidad (3.8 (IQR: 3.0-6.3),
p=0.04), y el grupo de obesidad sin asma (3.9 (RIQ: 2.2-4.9), p=0.001). Las adolescentes
del sexo femenino demostraron una menor expresion génica de IL17A versus los
adolescentes masculinos (f = -0.3, 1C95% (-0.5, -0.01), p=0.04) (Tabla 5).

Es interesante mencionar que a mayor tiempo de evolucién de la obesidad en afos es
menor la expresién génica de IL1L7A (B = -0.4, 1C95% (-0.8, -0.06), p = 0.03) (Tabla 6). El
resto de las variables de confusion incluidas en los modelos multivariables como la edad,
el estadio de Tanner, la gravedad del asma, el uso de esteroide inhalado y el tiempo de
evolucién del asma no demostraron ser predictoras para la expresion génica de IL17A
(Tabla 5 — Tabla 7).
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Figura 12. Concentraciones séricas de IL-17A y expresién génica de IL17A en los
cuatro grupos de adolescentes.
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Figura 12. Valores expresados en medianas y rango intercuartil. Se realiz6 la prueba estadistica de Kruskal-
Wallis con el andlisis post hoc de Dunn para evaluar las diferencias en las medianas entre los grupos. AS:
adolescentes sanos, AA: asma alérgica sin obesidad, OB: obesidad sin asma, ANA: asma no-alérgica con

obesidad, ns: no significativo.
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Perfil de metilacion en el promotor de IL17A.

Como podemos apreciar en la Figura 13, el grupo de asma nho-alérgica con obesidad
presentd un menor perfil de metilacion en comparacion con el grupo de los adolescentes
sanos (47.3% £ 3.9 vs 53.8% + 2.9, p<0.001). No se observo que el grupo de asma no-
alérgica con obesidad presentara un menor perfil de metilacion en el promotor de IL17A en
comparacion con el grupo de asma alérgica sin obesidad (47.3% + 3.9 vs 46.0% =+ 6.0,
p=1.0, respectivamente) y obesidad sin asma (47.3% + 3.9 vs 45.3% * 2.8, p=0.6,

respectivamente).

Notablemente el grupo de los adolescentes sanos present6 un mayor perfil de metilacion al
resto de los tres grupos de adolescentes enfermos. El perfil de metilacion en el promotor de
IL17A fue mayor en el grupo de los adolescentes sanos (53.8% + 2.9) en comparacion con
el grupo de asma alérgica sin obesidad (46.0% + 6.0, p<0.001), el de obesidad sin asma
(45.3% % 2.8, p<0.001), y asma no-alérgica con obesidad (47.3% % 3.9, p<0.001).

La gravedad del asma demostrd ser una variable predictora para el perfil de metilacién en
el promotor de IL17A, los adolescentes con asma leve intermitente presentaron un mayor
perfil de metilacién versus los de asma leve persistente (3=-6.7, 1C95% (-11.7, -1.6), p=0.01)
y moderada persistente (3=-9.7, IC95% (-15.6, -3.8), p=0.002) (Tabla 10).

El resto de las variables de confusion como sexo, edad, estadio de Tanner, tiempo de
evolucion de la obesidad, tiempo de evolucién del asma y el uso de esteroide inhalado no

demostraron ser predictoras para el perfil de metilacion de IL17A (Tabla 8 — Tabla 10).
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Figura 13. Perfil de metilacion en el promotor de IL17A en los cuatro grupos de
adolescentes.
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Figura 13. Valores expresados en medias. Se realizd la prueba estadistica de ANOVA de una via con el andlisis
post hoc de Bonferroni para evaluar las diferencias de las medias entre los grupos. AS: adolescentes sanos,
AA: asma alérgica sin obesidad, OB: obesidad sin asma, ANA: asma no-alérgica con obesidad, ns: no
significativo.

Expresion génica de RORC.

Como podemos apreciar en la Figura 14 la expresién génica de RORC fue mayor en el
grupo de asma nho-alérgica con obesidad (2.6 (IQR: 2.1-2.8)) en comparacion con el grupo
de los adolescentes sanos (1.0 (IQR: 0.6-1.4), p<0.001), asma alérgica sin obesidad (1.6
(IQR: 1.0-2.3), p=0.04) y de obesidad sin asma (0.9 (IQR: 0.8-1.0), p<0.001). Las
adolescentes del sexo femenino demostraron tener una mayor expresion génica de RORC
versus los adolescentes masculinos (=0.3, IC95% (0.01, 0.6), p=0.04) (Tabla 7).

El resto de las variables de confusion incluidas en los modelos multivariados como la edad,
el tiempo de evolucién de la obesidad, la gravedad del asma, el uso de esteroide inhalado,
el tiempo de evolucion del asmay el estadio de Tanner no demostraron ser predictoras para
la expresion génica de RORC. (Tabla 5 - Tabla 7).
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Figura 14. Expresion génica de RORC entre los cuatro grupos de adolescentes.
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Figura 14. Valores expresados en medianas y rango intercuartil. Se realiz6 la prueba estadistica de Kruskal-
Wallis con el andlisis post hoc de Dunn para evaluar las diferencias en las medianas entre los grupos. AS:
adolescentes sanos, AA: asma alérgica sin obesidad, OB: obesidad sin asma, ANA: asma no-alérgica con

obesidad, ns: no significativo.

Perfil de metilacién en el promotor de RORC.

Como podemos apreciar en la Figura 15 la proporcién de citosinas metiladas en el promotor
de RORC fue menor en el grupo de asma no-alérgica con obesidad (45.4% * 5.7) en
comparacion con el grupo de los adolescentes sanos (54.9% + 4.1, p<0.001) y de obesidad
sin asma (50.2% + 4.4), p=0.02). Sin embargo, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de asma no-alérgica con obesidad versus
asma alérgica sin obesidad (45.4% * 5.7 vs 46.4% + 7.0), p=1.0)

El perfil de metilacion en el promotor de RORC fue superior en los adolescentes en estadio
de Tanner Il en comparacion con los de estadio de Tanner Il (B=-5.4, IC95% (-10.4, -0.5),
p=0.03). (Tabla 9). Interesantemente, a mayor tiempo de evolucion del asma, menor perfil
de metilacién (B=-4.8, IC95% (-8.9, -0.7), p=0.02). (Tabla 10).

El resto de las variables de confusion incluidas en los modelos multivariados como el sexo,
edad, el tiempo de evolucion de la obesidad, la gravedad del asma, el uso de esteroide
inhalado, no demostraron ser independientes para el perfil de metilacion en el promotor de
RORC. (Tabla 8 - Tabla 10).

70



Figura 15. Perfil de metilacién en el promotor de RORC entre los cuatro grupos de

adolescentes.
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Figura 15. Valores expresados en medias. Se realizd la prueba estadistica de ANOVA de una via con el andlisis
post hoc de Bonferroni para evaluar las diferencias de las medias entre los grupos. AS: adolescentes sanos,
AA: asma alérgica sin obesidad, OB: obesidad sin asma, ANA: asma no-alérgica con obesidad, ns: no

significativo.
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Tabla 5. Modelo de regresioén lineal multivariable en los cuatro grupos de adolescentes.

TNF-a TNFA ARNmM IL-17A IL17A ARNm RORC ARNmM
n=102 n=102 n=102 n=102 n=102
R2ad=0.14 R2ad=0.127 R2ad=0.14 R2ad=0.61 R2ad=0.44
B (IC 95%) p B (IC 95%) p B (IC 95%) p B (IC 95%) p B (IC 95%) p
Sexo
Masculino Referencia Referencia Referencia Referencia Referencia
Femenino -0.01 (-0.2,0.2) 0.9 0.04 (-0.2,0.3) 0.7 0.0 (-0.4, 0.4) 1 -0.3 (-0.5, -0.01) 0.04 0.1 (-0.05,0.3) 0.2
Edad
Edad, afos 0.6 (-0.4, 1.6) 0.2 0.8 (-0.4, 2.0) 0.2 -2.9(-5.2,-0.5) | 0.01 -1.1(-2.5,0.3) 0.1 0.3(-0.6, 1.3) 0.5
Estadio de Tanner
Tanner Il Referencia Referencia Referencia Referencia Referencia
Tanner llI -0.14 (-0.5, 0.2) 0.4 -0.1 (-0.5, 0.3) 0.5 0.2 (-0.5, 1.0) 0.5 0.13 (-0.3, 0.6) 0.5 -0.2(-0.5,0.1) 0.2
Tanner IV -0.24 (-0.6, 0.1) 0.4 -0.25 (-0.7,0.2) 0.3 0.7 (-0.2, 1.6) 0.1 0.15 (-0.4, 0.6) 0.6 -0.3(-0.7,0.1) 0.1
Tanner V -.06 (-0.6, 0.5) 0.8 -4 (-1.0,0.2) 0.2 0.7 (-0.5, 2.0) 0.2 0.4 (-3.0, 1.2) 0.3 -0.1 (-0.7, 0.4) 0.1
Grupos
ANA Referencia Referencia Referencia Referencia Referencia
AS -0.4 (-0.7, -0.2) 0.02 -0.7 (-1.0,-0.3) | <0.001 | -0.9 (-1.6,-0.3) | 0.005 | -2.2(-2.6,-1.8) | <0.001 | -1.0(-1.3,-0.8) | <0.001
AA -0.3 (-0.5, -0.03) 0.03 -0.2 (-0.4,0.1) 0.3 -0.7 (-1.3,-0.1) | 0.02 -0.5(-0.8, -0.1) 0.01 -0.4 (-0.7, -0.2) | <0.001
OB -0.5(-0.7,-0.2) | <0.001 | -0.5(-0.8,-0.2) | 0.003 | -0.4 (-1.0,0.2) 0.2 -0.7 (-1.1,-0.4) | <0.001 | -0.9 (-1.2, -0.7) | <0.001

Abreviaturas: ad: ajustada, AS: adolescentes sanos. AA: asma alérgica sin obesidad, OB: obesidad sin asma, ANA: asma no-alérgica con obesidad.
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Tabla 6. Modelo de regresion lineal multivariable en los grupos de obesidad sin asmay asma no-alérgica con obesidad.

TNF-a TNFA ARNm IL-17A IL17A ARNm RORC ARNm
n=50 n=50 n=50 n=50 n=50
R?ad=0.10 R?ad=0.127 R?ad=0.20 R?ad=0.32 R?ad=0.54
B (IC 95%) p B (IC 95%) p B (IC 95%) p B (IC 95%) p B (IC 95%) p
Sexo
Masculino Referencia Referencia Referencia Referencia Referencia
Femenino 0.2 (-0.1, 0.5) 0.2 -0.1(-0.5, 0.2) 0.4 -0.2 (-0.7, 0.3) 0.4 -0.3 (-0.6, 0.08) 0.1 0.1 (-0.2,0.3) 0.5
Edad
Edad, afios 0.3(-14,21) | 0.7 | 1.6(0.2,35) | 0.08 | -2.7(-5.50.1) | 0.06 0.1(-1.9,2.1) 0.9 -0.2 (-1.6, 1.1) 0.7
Estadio de Tanner
Tanner Il Referencia Referencia Referencia Referencia Referencia
Tanner IlI 0.1 (-0.4, 0.6) 0.6 0.1(-0.4,0.7) 0.6 -0.1 (-0.9, 0.7) 0.8 0.1 (-0.4,0.7) 0.6 -0.01 (-0.4, 0.4) 1.0
Tanner IV 0.04 (-0.6,0.7) | 0.9 -0.3(-1.0, 0.4) 0.4 0.5 (-0.5, 1.5) 0.3 0.2 (-0.5, 0.9) 0.6 0.04 (-0.4, 0.5) 0.8
Tanner V 0.08 (-0.8,0.9) | 0.8 -0.5(-1.4, 0.4) 0.3 0.9 (-0.4, 2.3) 0.2 0.1(-0.9,1.1) 0.8 0.1 (-0.5, 0.8) 0.7
Grupos
ANA Referencia Referencia Referencia Referencia Referencia
OB -0.5(-0.8,-0.1) | 0.01 | -0.6 (-1.0, -0.2) | 0.002 | -0.01 (-0.6, 0.5) 0.9 -1.0 (-1.4,-0.6) | <0.001 | -0.9 (-1.2,-0.7) | <0.001
Tiempo de evolucién de obesidad
Tiempo con obesidad, afios 0.03(-0.3,0.4) | 0.8 | -0.4(-0.7,0.01) | 0.06 0.8(0.2,1.3) 0.007 | -0.4 (-0.8, -0.06) 0.03 -0.02 (-0.3, 0.2) 0.9

Abreviaturas: ad: ajustada, OB: obesidad sin asma, ANA: asma no-alérgica con obesidad.
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Tabla 7. Modelo de regresién lineal multivariable en los grupos de asma alérgica sin obesidad y asma no-alérgica con

obesidad.
TNF-a TNFA ARNm IL-17A IL17A ARNm RORC ARNm
n=51 n=51 n=51 n=51 n=50

R?ad=0.16 R?ad=0.10 R?ad=0.35 R?ad=0.11 R?ad=0.34

B (IC 95%) p B (IC 95%) p B (IC 95%) p B (IC 95%) p B (IC 95%) p
Sexo
Masculino Referencia Referencia Referencia Referencia Referencia
Femenino 0.3(-0.1,0.6) 0.1 -0.2(-0.6,0.2) | 0.3 | -0.4(-0.9,0.08) | 0.09 | -0.01(-0.3,0.3) 0.9 0.3 (0.01, 0.6) 0.04
Edad
Edad, afios 0.1 (-1.3, 1.6) 0.8 -0.2(-1.9,1.4) | 0.8 1.1(:3.4, 1.1) 03 -0.5(-2.1,1.0) 0.5 -0.4 (-1.7, 0.9) 0.6
Estadio de Tanner
Tanner I Referencia Referencia Referencia Referencia Referencia
Tanner Il 0.5 (-0.9, -0.06) | 0.02 -0.2(-0.7,0.3) | 0.4 0.1 (-0.8, 0.6) 0.7 0.03 (-0.4, 0.5) 0.9 -0.08 (-0.5, 0.3) 0.7
Tanner IV 0.6 (-1.1,-0.02) | 0.04 -0.02 (-0.7,0.6) | 0.9 0.9 (:0.03,1.8) | 0.06 0.1 (-0.5, 0.7) 0.7 -0.2 (-0.7, 0.3) 0.5
Tanner V 05 (-1.2,0.3) 0.2 0.2(-0.7,1.1) | 0.6 0.7 (:0.6, 1.9) 0.3 0.07 (-0.8, 0.9) 0.9 0.2 (-0.5, 0.9) 0.6
Grupos
ANA Referencia Referencia Referencia Referencia Referencia
AA -0.3 (:0.5, -0.005) | 0.04 -0.2(-0.6,0.1) | 0.1 05(:09,-0.1) | 0.02 -0.5(-0.8,-0.2) | <0.001 | -0.5(-0.7,-0.2) | <0.001
Gravedad del asma
Leve intermitente Referencia Referencia Referencia Referencia Referencia
Leve persistente 02(07,02 | 03 | 02(03,07) 04| 540310 | 03 | 01(0603 | 05 | 02(0206 | 03
Moderada persistente 0.01 (-0.5, 0.5) 10 | 08(09,03) 1 03| g4 (-0.4,1.2) 0.3 -0.1(-0.7,04) 0.6 -0.1(-06,0.3) 0.6
Esteroide inhalado *
Sin esteroide inhalado Referencia Referencia Referencia Referencia Referencia
Con esteroide inhalado 001(03,03) | 0.9 | 001(04,03) 109 549306 | 05 |003(0303) | 09 |003(0203) | 08
Tiempo de evolucion del asma
Tiempo con asma, afios 02(008,05) | 02 | 01(0204) 105} 5510 .02) | 0007 | 01(0402) | 04 | 02(0.0404) | 01

*Dosis equivalente a 200-400 ucg de budesoénida. Abreviaturas: ad: ajustada, AA: asma alérgica sin obesidad, ANA: asma no-alérgica con obesidad.
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Tabla 8. Modelo de regresioén lineal multivariable en los cuatro grupos de adolescentes.

Metilacién TNFA

Metilaciéon IL17A

Metilaci6n RORC

n=102 n=102 n=102

R2ad=0.42 R2ad=0.34 R2ad=0.26

B (IC 95%) p B (IC 95%) p B (IC 95%) p
Sexo
Masculino Referencia Referencia Referencia
Femenino 0.6 (-1.0, 2.3) 0.4 0.2 (-1.6, 2.0) 0.8 0.2 (-2.1, 2.6) 0.9
Edad
Edad, afos 2.7 (-5.7,11,1) 0.5 4.1 (-5.4, 13.6) 0.4 1.1 (-11.3,13.5) 0.9
Estadio de Tanner
Tanner Il Referencia Referencia Referencia
Tanner llI -1.8 (-4.5, 1.0) 0.2 0.6 (-2.5, 3.7) 0.7 -1.2 (-5.2,2.8) 0.6
Tanner IV -3.4 (-6.7,-0.1) 0.04 0.2 (-3.5, 3.9) 0.9 -2.2 (-7.0, 2.6) 0.4
Tanner V -3.7 (-8.2,0.9) 0.1 -0.9 (-6.0, 4.2) 0.7 -1.6 (-8.2,5.1) 0.6
Grupos
ANA Referencia Referencia Referencia
AS 8.6 (6.3, 10.9) <0.001 6.3 (3.7, 8.8) <0.001 9.7 (6.3, 13.1) <0.001
AA 1.5 (-0.6, 3.7) 0.2 -1.3(-3.7,1.1) 0.3 1.1 (-2.0,4.3) 0.5
OB 0.06 (-2.1, 2.2) 1.0 -2.2 (-4.6,0.3) 0.08 49 (1.6,8.1) 0.004
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Tabla 9. Modelo de regresion lineal multivariable en los grupos de obesidad sin asmay asma no-alérgica con obesidad.

Metilaciéon TNFA Metilaciéon IL17A Metilacion RORC
n=50 n=50 n=50

R2ad=0.003 R2ad=-0.001 R2ad=0.18

B (IC 95%) p B (IC 95%) p B (IC 95%) p
Sexo
Masculino Referencia Referencia Referencia
Femenino -0.1(-2.5,2.3) 0.9 -1.4 (-3.5, 0.6) 0.2 -0.1(-3.1, 2.8) 0.9
Edad
Edad, afos 4.6 (-8.9, 18.2) 0.5 3.7(-7.7,15.2) 0.5 1.1 (-15.5,17.7) 0.9
Estadio de Tanner
Tanner Il Referencia Referencia Referencia
Tanner IlI -3.8(-7.9,0.3) 0.07 -1.1(-4.5,2.3) 0.5 | -5.4(-10.4,-0.5) 0.03
Tanner IV -5.5(-10.5, -0.5) | 0.03 -0.8 (-5.0, 3.4) 0.7 -3.9(-9.9,2.2) 0.2
Tanner V -5.8 (-12.4,0.9) 0.09 -15(-7.1,4.1) 0.6 -2.2 (-10.3,5.9) 0.6
Grupos
ANA Referencia Referencia Referencia
OB 1.0 (-1.8, 3.8) 0.5 -1.7 (-4.1, 0.6) 0.1 5.4 (2.0, 8.8) 0.003
Tiempo de evolucion de la obesidad
Tiempo con obesidad, afios 1.6 (-1.1, 4.3) 0.2 0.5(-1.8, 2.8) 0.7 1.5(-1.8,4.7) 0.4

Abreviaturas: ad: ajustada, OB: obesidad sin asma, ANA: asma no-alérgica con obesidad.
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Tabla 10. Modelo de regresion lineal multivariable en los grupos de asma alérgica sin obesidad y asma no-alérgica con

obesidad.

Metilaciéon TNFA

Metilaciéon IL17A

Metilacion RORC

n=51 n=51 n=50

R2ad=-0.06 R2ad=0.09 R2ad=-0.02

B (IC 95%) p B (IC 95%) p B (IC 95%) p
Sexo
Masculino Referencia Referencia Referencia
Femenino -1.0 (-3.6, 1.5) 0.4 -15(-5.2,2.2) 0.4 -1.4 (-6.3, 3.4) 0.6
Edad
Edad, anos 2.2 (_9.2, 13.6) 0.7 6.4 (-10.1, 22.9) 0.4 6.9 (-14.6, 28.6) 0.5
Estadio de Tanner
Tanner Il Referencia Referencia Referencia
Tanner Il -1.5(-5.0, 1.9) 0.4 1.9 (-3.2,7.0) 0.4 0.5(-6.1,7.1) 0.9
Tanner IV -3.0 (-7.5,1.6) 0.2 3.3(-3.4,9.9) 0.3 0.1(-8.5, 8.8) 0.9
Tanner V -2.2(-8.4,4.1) 0.5 -0.2 (-9.3, 8.9) 0.9 0.0 (-11.9, 11.9) 1.0
Grupos
ANA Referencia Referencia Referencia
AA 1.8 (-0.4, 3.9) 0.1 -2.9(-6.0,0.2) 0.07 0.4 (-3.7,4.5) 0.8
Gravedad del asma
Leve intermitente Referencia Referencia Referencia
Leve persistente -0.6 (-4.1, 2.9) 0.7 | -6.7(-11.7,-1.6) 0.01 -2.0(-8.6, 4.7) 0.6
Moderada persistente 0.6 (-3.5, 4.6) 08| -9.7(-15.6,-3.8) | 0.002 -5.8 (-13.4,1.9) 0.1
Esteroide inhalado *
Sin esteroide inhalado Referencia Referencia Referencia
Con esteroide inhalado 0.4 (-2.9,20) | 07| 08(27,44) 0.6 2.0(-2.6, 6.6) 04
Tiempo de evolucién del asma
Tiempo con asma, afios 0.3(-1.8,25) |08 | -16(4.7 16) 0.3 -4.8(-8.9,-0.7) | 0.02

*Dosis equivalente a 200-400 ucg de budesdnida. Abreviaturas: ad: ajustada, AA: asma alérgica sin obesidad, ANA: asma no-alérgica con obesidad.
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Correlacion entre la expresion génica de TNFA, IL17A y RORC y las concentraciones
séricas de TNF-a e IL-17A.

Como era esperado y aunque fueron consideradas asociaciones débiles reportamos una
correlacion positiva entre la expresion génica de TNFA y las concentraciones séricas de
TNF-a (rs=0.20, p=0.04) (Figura 16A) y una correlacion similar fue también observada entre
la expresion génica de IL17A y las concentraciones séricas de IL-17A (rs=0.24, p=0.01)
(Figura 16B). Asimismo, como era esperado observamos una correlacion moderadamente
positiva entre la expresion génica de RORC y la expresion génica de IL17A (rs=0.43,
p<0.001) (Figura 16C).

Nuestros hallazgos reportaron asociaciones interesantes, observamos una correlacion
moderadamente positiva entre la expresion génica de TNFA y la expresion génica de IL17A
(rs=0.38, p<0.001) (Figura 16D), y similarmente entre la expresion génica de TNFAy RORC
(rs=0.52, p<0.001) (Figura 16E). Aunque fue una asociacion mas débil, también se
documentd una correlacion positiva entre la expresion génica de RORC con las
concentraciones de TNF-a (rs=0.27, p=0.006) (Figura 16F).
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Figura 16. Correlaciones entre la expresion génica de TNFA, IL17A y RORC y las

concentraciones séricas de TNF-a e IL-17A en los cuatro grupos de adolescentes.
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Figura 16. Las correlaciones fueron analizadas con la prueba no paramétrica de Spearman, los valores de p se

muestran en las figuras.



Correlaciones entre el perfil de metilacién en los promotores de los genes de TNFA,
IL17A y RORC, y la expresién génica de TNFA, IL17A y RORC.

Primeramente, evaluamos el estado de metilacién del gen con su respectiva expresion
génica y posteriormente con su respectiva concentracion sérica. Como era esperado,
observamos una correlacion moderadamente negativa entre la proporcién de citosinas
metiladas en el promotor de TNFA y su expresion del ARNm de TNFA (rs=-0.30, p=0.003)
(Figura 17A). No obstante, no reportamos una correlacibn negativa estadisticamente
significativa entre el perfil de metilacién en el promotor de TNFA y las concentraciones
séricas de TNF-a (rs=-0.05, p=0.6).

Asimismo, también observamos una correlacién moderadamente negativa entre el grado
de metilacion en el promotor de IL17A y su expresion del ARNm de IL17A (rs=-0.30,
p=0.003) (Figura 17B). Sin embargo, no observamos una correlacion negativa entre la
proporcion de citosinas metiladas en el promotor de IL17A y las concentraciones séricas de
IL-17A (rs=-0.04, p=0.7).

Respecto al estado de metilacion en el promotor de RORC observamos una correlacion
moderadamente negativa con su expresiéon del ARNm de RORC (rs=-0.38, p<0.001) (Figura
17C). Similarmente, también documentamos una correlacibn moderadamente negativa
entre el perfil de metilacién en el promotor de RORC vy la expresion génica de IL17A (rs=-
0.37, p<0.001) (Figura 17D).

Aunque fueron asociaciones mas débiles también observamos una correlacién negativa
entre el perfil de metilacion en el promotor de RORC vy la expresion génica de TNFA (rs=-
0.26, p=0.009) (Figura 17E), y entre el perfil de metilaciéon en el promotor de RORC y las
concentraciones séricas de TNF-a (rs=-0.21, p=0.03) (Figura 17F).

El perfil de metilacion en el promotor de RORC correlacioné positivamente con el grado de
metilacion en el promotor de IL17A (rs=0.30, p=0.003) (Figura 17G). Una correlacion similar,
aunque considerada mas débil fue observada entre el perfil de metilacién en el promotor de
RORC y en el de TNFA (rs=0.26, p=0.009) (Figura 17H).

Respecto al grado de metilacion en el promotor de TNFA observamos una correlacion
moderadamente negativa con la expresion génica de IL17A (rs=-0.46, p<0.001) (Figura 171)
y una correlacién similar fue observada entre el perfil de metilacion en el promotor de TNFA
y la expresion génica de RORC (rs= -0.33, p=0.001) (Figura 15J).
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Se observé una correlacion moderadamente positiva entre el perfil de metilacion en el
promotor de TNFA 'y en el de IL17A (rs=0.42, p<0.001) (Figura 17K).
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Figura 17. Correlacion entre el perfil de metilacion en los promotores de los genes de
TNFA, IL17A y RORC y la expresiéon génica de TNFA, IL17A y RORC.
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Figura 17. Correlacion entre el perfil de metilacion en los promotores de los genes de
TNFA, IL17A y RORC y la expresiéon génica de TNFA, IL17A y RORC.
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DISCUSION

El fenotipo de asma no-alérgica asociada a la obesidad es caracterizado por ser
clinicamente mas grave, con resistencia a los esteroides inhalados, de mayor dificil control,
mas comuan en mujeres y con un perfil inmunolégico no-Th2 [20,21]. Una de las
caracteristicas clinicas mas importantes es la temporalidad; la obesidad debe de preceder
al inicio del asma [20,21]. Este estudio intenta replicar el fenotipo asmatico no-tipo 2 descrito
inicialmente por Holguin et al. [20] en adultos con obesidad en una muestra de

adolescentes.

Respecto a las concentraciones séricas de TNF-a nuestra hipotesis se cumple parcialmente
en el analisis no ajustado; sin embargo, en los modelos multivariables se cumple en su
totalidad; las concentraciones de TNF-a fueron superiores en el grupo de asma no-alérgica
con obesidad en comparacién con los adolescentes sanos, con asma alérgica sin obesidad
y obesidad sin asma. Nuestros hallazgos son similares a lo reportado por Rastogi et al. [59]
guien demostré que las concentraciones de TNF-a fueron mayores en adolescentes con
asma y obesidad versus los adolescentes con asma sin obesidad (0.60 pg/ml £ 0.46 vs 0.29
pg/ml £0.44, p=0.008).

La expresion génica de TNFA fue mayor en el grupo de asma no-alérgica con obesidad
comparado con el grupo de los sanos y obesidad sin asma; sin embargo, no observamos
una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de asma no-alérgica con
obesidad versus asma alérgica sin obesidad. Una posible explicacién es que la biologia de
la expresion génica de TNFA es fundamental en ambos fenotipos de asmay como resultado

no es posible que exista una diferencia significativa [18,19,123].

Esta bien estudiado que en la inmunologia del asma alérgica el TNF-a causa un dafio
importante en el epitelio respiratorio y de la misma manera en el asma no-alérgica asociada
a la obesidad; no obstante, la fuente de TNF-a es diferente en ambos fenotipos; en el asma
alérgica la principal fuente son los mastocitos localizados en la mucosa del epitelio
respiratorio y en el asma no-alérgica asociado a la obesidad son los macréfagos M1

localizados principalmente en el tejido adiposo visceral [18,19,123].

Respecto a las concentraciones de IL-17A los adolescentes con asma no-alérgica con
obesidad presentan mayores concentraciones séricas de IL-17A en comparacién con el

grupo de los sanos y asma alérgica sin obesidad; sin embargo, en ninguno de los analisis
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estadisticos reportamos que los adolescentes con asma no-alérgica con obesidad
presentaran mayores concentraciones de IL-17A versus el grupo de obesidad sin asma.

El estudio Rastogi et al. [59] en Nueva York obtuvo resultados similares a nuestra
investigacion, su estudio demostré que no existen diferencias significativas en las
concentraciones séricas de IL-17A entre los grupos de adolescentes con asma y obesidad
versus el grupo de obesidad sin asma (p=0.85); no obstante, el estudio de Rastogi et al.
[59] no especifica si es el grupo de asma con obesidad son no-alérgicos, asimismo tampoco

esta clarificado la temporalidad, si la obesidad precedi6 al asma.

En contraste, Dias et al. [68] demostré que pacientes con asma y obesidad presentan
mayores concentraciones de IL-17A en comparacién con los pacientes sanos, con asma
sin obesidad y obesidad sin asma. Sin embargo, el estudio de Dias et al. [68] es diferente
a nuestro estudio; primero porque las concentraciones de IL-17A fueron medidas en cultivos
de clones de células T activadas CD4+, y en segundo lugar las caracteristicas clinicas de
los pacientes en el estudio de Dias et al. [68] fueron muy distintas a nuestro estudio. Dias
et al. [68] estudié a pacientes adultos con asma alérgica y obesidad, ademas su estudio no
especifica la temporalidad de los hechos, si la obesidad precedié al diagnostico del asma;
por lo tanto, no es exactamente el fenotipo asmatico no-tipo 2 que estamos estudiando en

nuestro proyecto.

A diferencia de nuestro estudio, Dias et al. [68] si demostré que los pacientes con asma y
obesidad presentan mayores concentraciones de IL-17 en comparacion con los pacientes
con obesidad sin asma (p=0.0011); es posible que en el estudio de Dias et al. [68] la
combinacién del perfil alérgico Th2 y el perfil Th17 de la obesidad podrian incrementar la
produccion de IL-17A, como fue lo reportado por Liu et al. [124]. Una potencial explicacion
por la cual nosotros no demostramos una diferencia significativa de la IL-17A entre estos
dos grupos es que la biologia de la IL-17A es tan importante en la inmunologia de la
obesidad como en la inmunologia del fenotipo asmatico no-tipo 2; por lo tanto, es posible
gue no existan diferencias significativas entre estos dos grupos de pacientes [19, 21-24, 61-
64].

Como pudimos apreciar en los resultados respecto a la expresion génica de IL17Ay RORC
nuestra hipétesis se cumple en su totalidad; la expresion génica de IL17A y RORC fue
mayor en el grupo de asma no-alérgica con obesidad en comparacion con los grupos de

adolescentes sanos, con asma alérgica sin obesidad y obesidad sin asma.
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Nuestros hallazgos son consistentes con lo reportado por Marijsse et al. [66], quien
demostré que los pacientes adultos con asma y obesidad tienen una mayor expresion
génica de IL17A versus los pacientes con asma sin obesidad (5.74 (IC95%: 3.01-8.45) vs
1.65 (IC95%: 0.49-5.27), p = 0.003, respectivamente). Resultados similares fueron
observados en nifios entre 7-8 afios por Wu et al. [67], la expresion génica de IL17A y
RORC fue mayor en nifios con asma con sobrepeso/obesidad en comparacion con los nifios

con asma sin sobrepeso/obesidad (p<001; p<0.5, respectivamente).

Aunqgue los adolescentes con asma leve intermitente presentaron un mayor perfil de
metilacién en el promotor de IL17A, nuestros hallazgos demostraron que no habia
diferencias significativas en las concentraciones séricas de TNF-a e IL-17A y en la
expresion génica de TNFA, IL17A y RORC entre los grupos de asma leve intermitente, leve
persistente y moderada persistente, probablemente porque la muestra de adolescentes con

asma fue muy homogénea y la gran mayoria de ellos padecen asma leve persistente.

Finalmente, tomando en cuenta todos nuestros resultados; las concentraciones de TNF-a
y la expresion génica de IL17A y RORC fueron significativamente mayores en el grupo de
asma no-alérgica con obesidad en comparacion con los grupos de adolescentes sanos,
asma alérgica sin obesidad y obesidad sin asma. Es posible que 5 potenciales mecanismos

podrian explicar la plausibilidad bioldgica de este fenémeno.

El primer mecanismo podria ser explicado por el nimero de macréfagos M1; de acuerdo
con el estudio de Periyalil et al. [34] los pacientes con asma no-alérgica y obesidad tienen
un mayor nimero de macréfagos M1 en el tejido adiposo visceral en comparacién con los
pacientes con obesidad sin asma (2.43 millones células/ml vs 1.15 millones células/ml,
p=0.039, respectivamente), los macrofagos M1 son la principal fuente de TNF-a en la
obesidad; y como resultado, los adolescentes con asma no-alérgica con obesidad podran
tener mayores concentraciones séricas de TNF-a en comparacion con el resto de los tres

grupos de adolescentes como fue lo observado en nuestro estudio.

Los macréfagos M1 son excelentes productores de IL-6 [33]; si de acuerdo con el estudio
de Periyalil et al. [34] el fenotipo de asma no-alérgica con obesidad tiene un mayor numero
de macrofagos M1 en el tejido adiposo visceral; por lo tanto, es probable que los
adolescentes con asma no-alérgica con obesidad podrian presentar mayores

concentraciones séricas de IL-6.
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La IL-6 se une a su receptor IL-6R y a la glicoproteina 130, las cuales activan rio abajo a
JAK1/JAK2. JAK1 y JAK?2 activas fosforilan directamente al transductor de sefial y activador
de transcripcion 3 (STAT3), y este activador se une directamente a la cromatina del linfocito
T naive CD4+ para activar la expresion génica de RORC [44]. Aunque en nuestro estudio
no se midieron las concentraciones séricas de IL-6, seria razonable asumir que el grupo de
asma no-alérgica con obesidad podria tener mayores concentraciones de IL-6 en
comparacion con los otros tres grupos y en consecuencia tener una mayor expresion génica

de IL17A y RORC como fue lo observado en nuestro estudio.

El gen de RORC es el gen regulador del factor de transcripcion RORC; el cual es el factor
de transcripcion maestro para la diferenciacion de los linfocitos Th17; RORC es tan esencial
para la diferenciacién de los linfocitos Thl7 que estudios en modelos murinos con una
deficiencia del gen RORyt se inhibe la diferenciacion de los linfocitos Th17 en un 80%
[50,52,53].

El factor de transcripcibn RORC estimula la expresion del ARNm de IL17A, el cual codifica
para su proteina IL-17A. Es interesante mencionar que nuestro estudio apoya esta teoria,
nosotros demostramos una correlacion moderadamente positiva entre la expresion génica
de RORC e IL17A, y entre la expresion del ARNm de IL17A e IL-17A.

La expresion génica de RORC fue mayor en las adolescentes del sexo femenino
posiblemente porque los estrégenos incrementan el porcentaje del tejido adiposo durante
la pubertad [125]; por lo tanto, las adolescentes femeninas al tener una mayor proporcion
de tejido adiposo podrian tener un mayor nimero de macréfagos M1 y como resultado
mayores concentraciones de IL-6 y en consecuencia una mayor expresion génica de
RORC.

Estos hallazgos son consistentes con lo publicado por Castro-Rodriguez et al. [15] en su
cohorte en Arizona, en donde observo que las nifias, pero no en los nifios, quienes en el
seguimiento llegaban a tener obesidad presentaban casi 7 veces mas riesgo de presentar
sibilancias OR: 6.8 (IC95%: 2.4-19.4, p<0.01), mas recientemente el estudio de Wadden et
al. [126] en una cohorte canadiense de 571,790 nifios y 549,230 nifias, quienes iniciaron su
reclutamiento entre los 0-2 afios y se siguieron durante 8 afios, demostré que las nifias y
no los nifios que aumentaban su IMC tenian cuatro veces mas riesgo de padecer asma
(OR:4.09 (IC95%: 1.04-16.15, p = 0.0442)).
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El segundo mecanismo podria ser explicado por la activacion de RORC por medio de los
acidos grasos como un ligando dependiente. De acuerdo al estudio de Endo et al. [47] un
segundo mecanismo ocurre por medio de la enzima acetil-CoA carboxilasa-1 (ACC1);
enzima clave para la sintesis de los acidos grasos monoinsaturados y los oxiesteroles, los
cuales estan incrementados en la obesidad, estos acidos grasos activan directamente a
RORC como un ligando dependiente, posteriormente RORC forma un complejo con un co-
activador de histonas acetiltransferasa (p300), este complejo se una a la cromatina del

linfocito Th17 para estimular la expresion génica de IL17A.

El estudio de Del-Rio-Navarro et al. [127] en el Hospital Infantil de México Federico Gomez,
demostré que los adolescentes con asma y obesidad presentan mayores concentraciones
séricas de &cidos grasos en comparacion con los adolescentes sanos y asma sin obesidad,;
por lo tanto, los adolescentes con asma no-alérgica con obesidad podrian tener un
incremento en la expresion génica de RORC e IL17A como fue lo observado en nuestro
estudio. Aungque en nuestro proyecto se excluyeron a los adolescentes con hiperlipidemia,
es valioso sefialar que esta via metabdlica de los lipidos es importante para la expresion

génica de RORC e IL17A en este fenotipo asmatico no-T2.

El tercer mecanismo podria ser explicado por el modelo del tejido adiposo disfuncional; en
donde existe un ciclo inmunol6gico con una retroalimentacion positiva entre el macréfago
M1y el linfocito Th17 [28]. En la obesidad la gran mayoria de la estirpe celular en el tejido
adiposo visceral son los macréfagos M1 productores de las interleucinas proinflamatorias
IL1-B, IL-6, IL-15 e IL-23, las cuales se dirigen a los receptores de los linfocitos T naive

CD4+ para diferenciarlos y activarlos en linfocitos Th17 [28,128].

El linfocito Th17 diferenciado y activo sintetiza IL-17A, la IL-17A activa a los macréfagos
M1, quienes activos secretan IL1-B, IL-6, IL-15 e IL-23; nuevamente este grupo de citocinas
diferenciaran y activaran a mas linfocitos Thl7, cobmo podemos apreciar hay un ciclo
inmunolégico entre el macréfago M1 vy el linfocito Th17, estimulandose reciprocamente por

medio de estas citocinas [28].

La teoria del tejido adiposo disfuncional es respaldada por nuestros hallazgos; existe una
correlacion moderadamente positiva entre la expresion del ARNm de TNFA y RORC, entre
la expresién del ARNm de TNFA e IL17A, y entre las concentraciones séricas de TNF-a y
la expresion del ARNm de RORC; la interpretacion biolégica podria ser que existe una

interaccion inmunoldgica-molecular entre el macrofago M1 (TNFA y TNF-a) y el linfocito
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Th17 (IL17A y RORC), y como resultado habra un incremento en la expresion génica de
TNFA, IL17A y RORC, y en las concentraciones séricas de TNF-a e IL-17A.

Es posible que en el modelo del tejido adiposo disfuncional en los adolescentes con el
fenotipo asmatico no-tipo 2 la red transcripcional de RORC y TNFA podrian estimularse
reciprocamente con una retroalimentacion positiva; y por lo tanto nos podriamos explicar
una regulacion a la alta en la expresion del ARNm de RORC en los adolescentes con asma

no-alérgica y obesidad como fue lo observado en nuestro estudio.

El cuarto mecanismo podria ser explicado por el incremento en las concentraciones séricas
de leptina y la disminucién de la adiponectina, ambas hormonas posiblemente juegan un
papel importante en la biologia de la inflamacion de bajo grado de la obesidad al inicio de
la pubertad. El estudio de Deng et al. [129] en un modelo murino demostré que los linfocitos
T CD4+ gue son cultivados con leptina incrementan significativamente la expresién génica
de RORyt. Asimismo, la leptina incrementa la expresion del ARNm de TNFA y las
concentraciones de TNF-a por medio de la fosfolipasa D1 [130]. Por otro lado, el estudio de
Kashara et al. [131] reporto un incremento en la expresién del génica de IL17A en ratones

deficientes de adiponectina.

En pacientes con lupus eritematoso sistémico Yu et al. [132] documentdé que las
concentraciones séricas de leptina incrementa la expresion génica de RORC vy la sintesis
de IL-17A. Recientemente el estudio de Went et al. [133] reporto que la leptina induce la
expresion génica de RORC vy la produccién de IL-17A por medio de las ILC2 en pacientes
con rinitis alérgica; de hecho, en ese estudio se documentd una correlaciéon positiva entre
las concentraciones de leptina sérica y el porcentaje de células ILC2 productoras de IL-17A
(r=0.64, p=0.001).

El estudio de Dias et al. [68] en adultos con asma y obesidad demostré una correlacion
positiva entre las concentraciones séricas de leptina e IL-17A (r=0.5664, p=0.0011);
asimismo, el estudio de Al-Ayed et al. [134] reporto que los adolescentes con asma y
obesidad presentan mayores concentraciones séricas de leptina en comparacion con los

adolescentes con asma sin obesidad (p<0.001).

Aungue en nuestro estudio no se midieron las concentraciones séricas de leptina, podemos
asumir que los adolescentes con asma no-alérgica con obesidad podrian tener mayores
concentraciones de leptina versus los otros tres grupos de adolescentes; esto podria

explicar porque las adolescentes con el fenotipo asmatico no-tipo 2 presentan mayores
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concentraciones de TNF-a y expresion génica de IL17A y RORC versus los otros tres

grupos de adolescentes en nuestra investigacion.

De acuerdo con nuestros resultados, la expresion del ARNm de RORC fue mayor en las
adolescentes del sexo femenino, este fendbmeno también podria estar explicado por las
concentraciones de leptina. Garcia-Mayor et al. [135] reporto que las concentraciones de
leptina son mayores en nifias en comparacion con los nifios; de hecho, el estudio de Nagel
et al. [136] demostré que las nifias con concentraciones mas elevadas de leptina tienen 13
veces mas posibilidades de padecer asma no-alérgica (OR: 13.34 (IC95%: 3.18-55.97)); es
interesante destacar que esta asociacion no se observo en los nifios. Resultados similares
en poblacién adulta fueron documentados por Newson et al. [137], quien reporto que la
leptina esta4 asociada positivamente con el asma, particularmente en mujeres (Somers’
D=0.20 (1C95%: 0.08-0.30), p=0.00079).

De acuerdo con nuestros resultados en los modelos de regresion lineal multivariable; a
mayor edad y a mayor tiempo de evolucién del asma seran menaores las concentraciones
séricas de IL-17A, y a mayor tiempo de evolucion de la obesidad seran menor la expresion
del ARNm de IL17A; y en coincidencia, a mayor estadio de Tanner menor seran las
concentraciones séricas de TNF-a. Posiblemente al inicio de la pubertad hay un estallido
inflamatorio desencadenado por un incremento en las concentraciones séricas de IL-17Ay

TNF-a que posteriormente van disminuyendo con la edad [54].

El estudio de Blum et al. [138] demostrd que los adolescentes masculinos en estadio de
Tanner |l presentan mayores concentraciones séricas de leptina en comparacién con los
estadios IlI-V; asimismo, Garcia-Mayor et al. [135] reportd que en los nifios y en las niflas
especificamente cuando ellos inician su etapa puberal presentan mayores concentraciones
de leptina. Aparentemente el incremento de leptina al inicio de la pubertad podria explicar
la elevacion de las concentraciones séricas de TNF-a e IL-17A, y una mayor expresion

génica de IL17A en los adolescentes mas jovenes en nuestro estudio.

Estos hallazgos son consistentes con lo que reportd Castro-Rodriguez et al. [15] en su
cohorte de adolescentes en Arizona, observo que las nifias de 6 afios quienes llegaban a
presentar obesidad y que la pubertad habia iniciado antes de los 11 afios, tenian 7 veces
mas posibilidades de padecer sibilancias a los 13 afios OR 6.8 (IC95%: 2.4-19.4, p<0.01),
esta asociacion no se observé en las nifias quienes la pubertad inicio después de los 11

anos.
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Es probable que los adolescentes con un estadio de Tanner Il en este estudio habrian
iniciado su pubertad antes de los 11 afios, similar a lo que observo Castro-Rodriguez et al.
[15] en su cohorte de adolescentes; no obstante, no contamos con los datos exactos a que
edad se inicié la pubertad en los adolescentes de nuestro estudio. Aunque en nuestra
investigacion no se midieron las concentraciones séricas de leptina, es razonable asumir
gue los adolescentes en un estadio de Tanner Il podrian tener mayores concentraciones de
leptina versus los otros tres estadios y por lo tanto podria explicar porque las adolescentes
con Tanner Il en nuestro estudio presentan mayores concentraciones de TNF-a en

comparacion con las de Tanner lll y IV.

Aunque en los adolescentes en estadio de Tanner Il presentaron un mayor perfil de
metilacién en los promotores de TNFA y RORC, es importante mencionar que no se reflejo
con una menor una expresion génica de TNFA, IL17A y RORC en ese grupo, asi como una

disminucion en las concentraciones séricas de TNF-a e IL-17A.

Por la teoria previamente descrita y nuestros hallazgos en los modelos multivariables, los
médicos generales, los pediatras y los alergbélogos inmunélogos pediatras deberian prestar
mas atencion a las adolescentes del sexo femenino con un diagnostico reciente de
obesidad que inician la etapa de la pubertad, ya que podrian ser el grupo mas vulnerable

para el desarrollo de asma asociado a la obesidad.

Finalmente, el quinto mecanismo podria ser explicado por la epigenética, particularmente
la metilacion de los promotores de los genes de TNFA, IL17A y RORC. Nuestros hallazgos
demostraron datos interesantes; a menor proporcion de citosinas metiladas en los
promotores de TNFA, IL17A y RORC es mayor la expresion de su ARNm respectivamente;
por lo tanto, nuestros resultados sugieren que la metilacion en los promotores de TNFA,
IL17A y RORC pudieran estar regulando la expresion génica de TNFA, IL17A y RORC

respectivamente.

Sin embargo, nuestra hipétesis no se cumplié totalmente como se plante6. Respecto al
perfil de metilacion en los promotores de TNFA e IL17A en los adolescentes con asma no-
alérgica con obesidad solo fue menor versus los adolescentes sanos, no demostramos que
el perfil de metilacion fuera menor en comparacion con los adolescentes con asma alérgica

sin obesidad y obesidad sin asma.
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Respecto a nuestros resultados del perfil de metilacion en el promotor de TNFA, nuestros
hallazgos difieren a los del estudio de Jeong et al. [105], aunque en ese estudio no se midioé
especificamente la proporcion de las citosinas metiladas en el promotor de TNFA, no se
reporté una diferencia significativa en los promotores de los 38 genes y 537 sitios de la
super familia de TNF-a entre los adultos con asma no-alérgica con obesidad versus los

controles sanos.

Nuestra hipotesis se cumplié parcialmente respecto al patrén de metilacion en el promotor
de RORC,; el grupo de adolescentes con asma no-alérgica con obesidad presento un menor
perfil de metilacion en comparacion con el grupo de los sanos y el de obesidad sin asma,
sin embargo, no observamos diferencias significativas entre los grupos de asma no-alérgica

con obesidad versus asma alérgica sin obesidad.

Es importante mencionar que el perfil inmunolégico que predomina en la obesidad es el
Th17 y por lo tanto también hay un aumento en la expresion génica de IL17A y RORC [61-
64], sin embargo es valioso resaltar que en nuestro estudio la expresion génica de IL17Ay
RORC fue mayor, y el perfil de metilacion en el promotor de RORC fue menor en el grupo
de asma no-alérgica con obesidad versus obesidad sin asma; por lo tanto seria logico
postular que un menor grado de metilacion en el promotor de RORC podria explicar una
mayor polarizacién del perfil Thl7 observada en el grupo de asma no-alérgica con

obesidad.

Nuestros hallazgos se reportaron similares al estudio de Jeong et al. [105], aunque en ese
estudio no se midid especificamente la proporcién de las citosinas metiladas en los
promotores de IL17A y RORC, ese estudio reporto que el perfil de metilacién en los
promotores de los genes de la via NLRP3-IL1B-IL17 en donde estan incluidos los
promotores de IL17A y RORC, fue menor en los adultos con asma no-alérgica y obesidad

en comparacion con los controles sanos.

Como previamente mencionamos, es posible que exista un ciclo inmunolégico con una
retroalimentacion positiva entre el macrofago M1 (TNFA 'y TNF-a) y el linfocito Th17 (IL17A,
y RORC) [28], nuestros hallazgos en la metilacion apoyan esta teoria. Nosotros reportamos
correlaciones moderadamente negativas entre el perfil de metilacién en el promotor de
TNFA'y la expresion génica de IL17A y RORC, y entre el perfil de metilacion en el promotor
de RORC y la expresion génica de TNFA, y similarmente entre el perfil de metilacion en el

promotor de RORC vy las concentraciones de TNF-a. Adicionalmente observamos una
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correlacion moderadamente positiva entre el perfil de metilacién en el promotor de TNFA
con el promotor de IL17A y RORC, respectivamente.

Asimismo, RORC es el factor de transcripcion maestro para la diferenciacion de los
linfocitos Th17 y por lo tanto para la expresion génica de IL17A [52,53]. El presente estudio
sugiere que la metilacién en el promotor de RORC podria regular la expresion génica de
IL17A, nuestros hallazgos demostraron una asociaciéon moderadamente negativa, en donde
a menor proporcién de citosinas metiladas en el promotor de RORC sera mayor la expresion
génica de IL17A. Los resultados del presente estudio son consistentes con lo que
documentd Mazzoni et al. [95], en donde el patron de metilacion en el promotor de RORC
en una mezcla linfocitos Th17 era practicamente nulo; en consecuencia, la expresion génica

de IL17A en este grupo de linfocitos tendria una regulacién a la alta.

Por los hallazgos observados en nuestro estudio, podemos asumir que la red transcripcional
de RORC como el gen regulador del factor de transcripcion maestro para la diferenciacién
de los linfocitos Th17 juega un papel biolégico importante en la inmunologia del asma no-

alérgica asociada a la obesidad.

Nosotros pensamos que la principal fortaleza de nuestro estudio fue la adecuada seleccion
de los pacientes. Los investigadores clinicos que participamos en este estudio realizamos
una rigurosa historia clinica, tratando de construir una temporalidad, asegurandonos que la
obesidad precediera a los sintomas y al diagnéstico de asma, tratando de seleccionar el
fenotipo asmatico no-tipo2 lo mejor posible, sin embargo, los sesgos de memoria siempre

son posibles.
Este estudio tiene algunas limitaciones que necesitan ser consideradas.

1) Es un estudio piloto que incluye un pequefio nimero de muestra y por lo tanto en
algunos contrastes de hipétesis se tiene un bajo poder estadistico.

2) El disefio transversal no cuenta con la temporalidad de los hechos; por lo tanto, es
imposible evaluar una relacion causa-efecto. Asimismo, este disefio es vulnerable a
potenciales sesgos de memoria.

3) Nosotros medimos la expresion génica y el perfil de metilacion en los promotores de
los genes estudiados en leucocitos de sangre periférica; en consecuencia, no
sabemos si estamos evaluando un linfocito T, linfocito B 0 monocitos. Idealmente,

deberiamos haber realizado una citometria de flujo para cuantificar la proporcion de
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linfocitos Th17 e ILC3, ademas de haber realizado la expresion génica y la medicion
de las citocinas metiladas en este grupo celular.

4) Biolégicamente seria ideal haber obtenido macréfagos M1 del tejido adiposo visceral
para realizar la medicion de la expresién génica y el perfil de metilacion en el
promotor de TNFA, sin embargo, por razones éticas y de factibilidad no se podria
haber realizado.

5) Aunque el TNF-a y la IL-17A son muy importantes porque participan en la
inflamacion crénica de bajo grado de la obesidad y en el dafio pulmonar en el asma,
es importante haber estudiado a la mayoria de las citocinas que participan en la
diferenciacion del linfocito Th17 como el TGF-j3, IL-1B, IL-6, IL-15, IL-21 y la IL-23.

6) Este estudio solo exploro un sitio CpG por cada promotor de TNFA, IL17A y RORC
respectivamente, es probable que varios sitios CpG estén regulando su expresion

génica, y por lo tanto seria valioso explorar mas sitios CpG.

Nosotros consideramos a estas limitaciones como metodolégicamente importantes, por

lo tanto, los hallazgos de nuestro estudio deberian ser interpretados con cautela.

Indudablemente el mejor disefio para evaluar nuestra hipétesis es una gran cohorte de
adolescentes con obesidad sin asma, con un analisis cuidadoso de la dinamica de las
citocinas, la expresion génica y el perfil de metilacion en cada determinado punto en el

tiempo.

Mas estudios en inmunologia basica y clinica deberian de realizarse para clarificar la
plausibilidad biolégica de este fendbmeno; sin embargo, las consecuencias biolégicas de
una regulacion a la alta en la expresion génica de RORC podria jugar un papel esencial

en el fenotipo del asma asociado a la obesidad.

CONCLUSION

El presente estudio sugiere una asociacion de las concentraciones séricas de TNF-a y
de IL-17A y de la expresion génica de TNFA, IL17A y RORC en leucocitos de sangre

periférica con el fenotipo asmatico no-tipo 2.

Una regulacion a la alta en la red transcripcional RORC podria jugar un papel

fundamental en la plausibilidad biol6gica del asma no-alérgica asociado a la obesidad,

%94



y las modificaciones epigenéticas como un menor perfil de metilacién en el promotor de

RORC podria explicar una mayor polarizacién de la respuesta Th17 en este fenotipo.

Sin embargo, debido a las importantes limitaciones de este estudio, un estudio
longitudinal con un mayor nimero de muestra, un repertorio mas amplio de citocinas y
una exploracion de un mayor nimero de sitios CpG en las regiones promotoras es
necesario para clarificar el papel biolégico de la expresion génica y el grado de
metilacién de TNFA, IL17A y RORC en el fenotipo asmatico no-tipo 2.
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ANEXOS
Anexo 1. Carta de consentimiento informado.

EXPRESION GENICA Y PERFIL DE METILACION EN LOS PROMOTORES DE LOS
GENES DE TNFA, IL17A y RORC EN LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA EN
ADOLESCENTES CON ASMA ASOCIADA A LA OBESIDAD.

Numero de Registro: HIM/2013/015.

Nombre del nifio

Fecha

N° Registro Hospital N° paciente del estudio

Tanto la obesidad como el asma son dos enfermedades muy frecuentes en nuestra
poblacién. Su asociacion clinica es clara pero el mecanismo por el cual se produce adn no
se conoce. Su estudio es muy importante, México es uno de los paises con mayor obesidad

en el mundo y queremos plantear soluciones a este grave problema de salud.
¢Por qué se esté haciendo este estudio?

El proposito del estudio es medir en los adolescentes con asma y obesidad la cantidad de
las sustancias que causan inflamacién en los bronquios y en consecuencia los sintomas
del asma como tos y silbido de pecho. Estas sustancias inflamatorias son llamadas citocinas
y son producidas por sus células de las defensas llamados linfocitos T cooperadores y por
la grasa del abdomen. Para los médicos es importante saber qué tipo de sustancias
inflamatorias estdn mas elevadas que otras para poder clasificar mejor el tipo de asma su
hijo.

El objetivo del estudio es explorar cdmo se comportan estas citocinas y relacionarlas con el
estado genético correspondiente, es decir analizar los genes de estas sustancias en los
diferentes tipos de pacientes con asma y obesidad. Es decir, se van a medir directamente

en el suero y en las células de su sangre para evaluar si en los adolescentes con asma y
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obesidad producen mas sustancias inflamatorias a diferencia de los otros grupos de

adolescentes que son sanos o que Unicamente tienen asma o solo padecen obesidad.

¢Qué cosas le van a hacer a mi hijo(a)? Si usted y su hijo (a) estan de acuerdo en
participar en el estudio, manifestando por escrito con la firma de este documento y del
asentimiento del menor de edad, se les pedira que asistan a una sola cita, en ayuno por la
mafiana, para que se le tome una muestra de sangre (10 mililitros) que servird para medir

las sustancias de inflamacion.

Se les preguntara sobre sus antecedentes médicos y se le practicara una detallada
exploracion fisica, ademas de la toma de los valores como peso, talla, presién arterial y

frecuencia cardiaca.

Asimismo, el material biol6gico una vez que se procese sera resguardado para futuros
estudios, previamente con su debida autorizacion con el fin de fomentar el conocimiento

encausado en lineas de investigacion de obesidad y asma.
¢Existe algun riesgo para mi hijo(a)?

Durante la toma de muestra de sangre su hijo pudiera sentir algo de dolor o molestia
ocasionados por la aguja, a veces llega a formarse un pequefio moretdn en el sitio de la
puncion. Muy ocasionalmente se presentan pequefias hemorragias en el sitio por el que
penetra la aguja y es mucho mas raro que el paciente sufra una reaccién de desmayo. En
caso de que se presente cualquiera de las molestias ya comentadas, el personal médico
que en todo momento que acompafa a los pacientes esta capacitado para tratar y revertir

estos efectos adversos.
¢ Qué beneficios obtengo por participar en este estudio?

A su hijo(a) se le va a realizar una valoracion nutricional completa, ademés de estudios de
laboratorio que incluyen sustancias inflamatorias en la sangre. Uno beneficio importante es
gue los médicos van a clasificar mejor su tipo de asma y por lo tanto le van a poder ofrecer

un mejor tratamiento. Todos estos estudios seran gratuitos.
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Es muy importante aclarar que NO SE LE REALIZARA NINGUN PAGO en efectivo 0 en
especie por participar en nuestro estudio. Asi mismo, los registros de participacidén en este

estudio serdn mantenidos en una forma de estricta confidencialidad y de seguridad.

Usted no esté obligado, bajo ninguna condicién, a participar en el estudio. Si este es el

caso, simplemente indiquelo al personal y se le seguira atendiendo de la forma habitual.

Entiendo que yo autorizo que mi hijo(a)

participe voluntariamente en el estudio y que puedo retirarlo(a) en cualquier momento sin

perjuicio o pérdida de cualquier beneficio, al que tenemos derecho.

Cualquier pregunta que yo tenga relacionada con algun aspecto de este estudio o0 con mis
derechos como persona en investigacion, sera contestada por la Dra. Blanca Estela Del Rio
Navarro (Méd. Alergologo, Jefa del Area de Alergia e Investigadora Suplente al 52289917
ext. 2150.

S B B

Nombre y firma del paciente fecha: dd/mm/aaaa

S B

Nombre y firma del padre o tutor fecha: dd/mm/aaaa

S B

Nombre y firma del Investigador fecha: dd/mm/aaaa
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S B

Nombre y firma del testigo 1 fecha: dd/mm/aaaa

Direccion:

Relacion con el paciente:

S B

Nombre y firma del testigo 2 fecha: dd/mm/aaaa

Direccion:

Relacion con el paciente:
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Anexo 2. Carta de asentimiento informado.

EXPRESION GENICA Y PERFIL DE METILACION EN LOS PROMOTORES DE LOS
GENES DE TNFA, IL17A y RORC EN LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA EN
ADOLESCENTES CON ASMA ASOCIADA A LA OBESIDAD.

Numero de Registro: HIM/2013/015.

Nombre del nifio

Fecha

N° Registro Hospital N° paciente del estudio

Tanto la obesidad como el asma son dos enfermedades muy frecuentes entre ustedes los
jévenes, es clara esta relacion, sin embargo, necesitamos estudiarla a fondo para poder

entender su comportamiento y proponer soluciones al problema.
¢Por qué se esta haciendo este estudio?

El propésito del estudio es medirte la cantidad de las sustancias que causan inflamacién en
los bronquios y en consecuencia los sintomas del asma como tos y silbido de pecho. Estas
sustancias inflamatorias son llamadas citocinas y son producidas por sus células de las
defensas llamados linfocitos T cooperadores y por la grasa del abdomen. Para los médicos
es importante saber qué tipo de sustancias inflamatorias estan mas elevadas que otras para

poder clasificar mejor el tipo de tu asma.

Es decir, se van a medir directamente en el suero y en las células de tu sangre para evaluar
si en los adolescentes con asma y obesidad producen mas sustancias inflamatorias a
diferencia de los otros grupos de adolescentes que son sanos 0 que Unicamente tienen

asma o solo padecen obesidad.
¢ Qué procedimientos se me realizaran?

Se te pedira que asistas a una sola cita, en ayunas, para tomarte una muestra de sangre

(10 mililitros) para que podamos medir las sustancias de la inflamacion.
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Preguntaremos por tus datos generales para una historia clinica, antecedentes personales

de enfermedad, mediremos tu peso, talla, presion arterial, frecuencia cardiaca.
¢, Qué me puede pasar?

Durante la toma de muestra de sangre pudieras sentir algo de dolor o molestia ocasionada
por la aguja en tu vena, y a veces llega a formarse un pequefio moretén en el sitio de la
insercion. Rara vez llega a ocurrir una pequefia hemorragia en el sitio por el que penetra la

aguja en la vena.
¢, Qué beneficios obtengo por participar en este estudio?

Si decides participar, de manera voluntaria, la consulta médica y todos los estudios que te
realicemos seran gratis. Los médicos al conocer cuales son las sustancias inflamatorias
mas importantes en tu organismo podran clasificar mejor tu asma y ofrecerte un mejor
tratamiento. Es muy importante decirte que NO te daremos ningun estimulo econémico o
de otro tipo. Asi mismo, los registros de participacion en este estudio serdn mantenidos en

una forma de estricta confidencialidad y de seguridad.

NO estas obligado a participar, bajo ninguna condicién. Si en algin momento decides no
hacerlo, antes de iniciar o durante el procedimiento, solo indicalo al personal. Esto no te

causara ningun reproche o sancién alguna.

Entiendo que yo estoy participando

voluntariamente en el estudio. Que puedo retirarme en cualquier momento sin perjuicio o
pérdida de cualquier beneficio y cualquier pregunta que yo tenga relacionada con alguin
aspecto de este estudio o con mis derechos como persona en investigacion, sera
contestado por la Dra. Blanca Estela Del Rio Navarro (Méd. Alergologo, Jefa del Area de
Alergia e Investigadora Suplente al 52289917 ext. 2150.

S B

Nombre y firma del paciente fecha: dd/mm/aaaa
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S B

Nombre y firma del padre o tutor fecha: dd/mm/aaaa

S B

Nombre y firma del Investigador fecha: dd/mm/aaaa

S B

Nombre y firma del testigo 1 fecha: dd/mm/aaaa

Direccion:

Relacion con el paciente:

S B

Nombre y firma del testigo 2 fecha: dd/mm/aaaa

Direccion:

Relacion con el paciente:
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Anexo 3. Historia clinica.

EXPRESION GENICA Y PERFIL DE METILACION EN LOS PROMOTORES DE LOS
GENES DE TNFA, IL17A y RORC EN LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA EN
ADOLESCENTES CON ASMA ASOCIADA A LA OBESIDAD.

Numero de Registro: HIM/2013/015.

Nombre:

Fecha

N° Registro Hospital N° paciente del estudio

Fecha de Nacimiento:

Edad: anos meses. Sexo: Masculino ( ) Femenino ().

Datos para establecer comunicacion:

Direccion:
Teléfono casa: Teléfono celular:
Teléfono trabajo: Teléfono familiar o vecino

Correos electrénicos:

Antecedentes Heredofamiliares:
Madre:
Edad: afios. Obesidad: SI( ) NO( ).

Si la respuesta es Sl escriba el tiempo en de padecer obesidad: afios :

meses
AsmaSI( ) NO( ).

Sila respuesta es Sl escriba el tiempo en de padecer asma: afios , meses

119
Dr. Marquez 162, Col. Doctores, Delegacién Cuauhtémoc, 06720, México, D.F.

Tel: Conm. 52 28 99 17 ext. 2444

www.himfg.edu.mx



Hospital Infantil de México Federico Gémez
Instituto Nacional de Salud
Afiliado a la Universidad Nacional Autbnoma de México

Edad: afios. Obesidad: SI( ) NO ( ).

Si la respuesta es Sl escriba el tiempo en de padecer obesidad: afios :

meses

AsmaSI( ) NO( ).

Si la respuesta es Sl escriba el tiempo en de padecer asma: afios , meses
Hermano 1.
Edad: afios. Obesidad: SI( ) NO ( ).

Si la respuesta es Sl escriba el tiempo en de padecer obesidad: afios ,

meses

AsmaSI( ) NO( ).

Si la respuesta es Sl escriba el tiempo en de padecer asma: afios , meses
Hermano 2.
Edad: afios. Obesidad: SI( ) NO ( ).

Si la respuesta es Sl escriba el tiempo en de padecer obesidad: afios ,

meses

AsmaSI( ) NO( ).

Si la respuesta es Sl escriba el tiempo en de padecer asma: afios , meses
Hermano 3.
Edad: afios. Obesidad: SI( ) NO ( ).

Si la respuesta es Sl escriba el tiempo en de padecer obesidad: afios :

meses

AsmaSI( ) NO( ).
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Sila respuesta es Sl escriba el tiempo en de padecer asma: afios , meses

**rxx Si el paciente cuenta con mayor numero de hermanos, favor de escribir los mismos

datos al reverso de la hoja. Gracias. *****

Antecedentes Personales Patolégicos:
En caso de que el paciente no sea asmatico favor de escribir NA (No Aplica) en el espacio.
Tabaquismo (pasivo/activo) SI ( ) NO ().
No Asmatico: ( ) Asmatico: ( ).
Estadio de Tanner: Grado | ( ) Grado Il ( ) Grado lll ( ) Grado IV ( ) Grado V ( )
Tiempo de evolucion de tener obesidad: afios meses
Grado de Obesidad: No moérbida ( ) Morbida ()
En caso de ser paciente asmético favor de contestar las siguientes preguntas:
Tiempo de evoluciéon de tener asma: afos meses
Gravedad del Asma: Asma Leve Persistente ( ).
Asma Moderada Persistente ( ).
Asma Grave Persistente ( ).
Control del Asma: Controlada ( ), Parcialmente controlada ( ), No controlada ( ).
Actualmente se encuentra con esteroides inhalados para controlar el asma: SI ( ) NO ().

En caso afirmativo mencionar el nombre:

En caso afirmativo mencionar el tiempo: menos de 3 meses ( ), 3-6 meses ( ), 6-12 meses

( ), mayor a 12 meses ()
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Actualmente toma algun antileucotrieno para controlar el asma: SI ( ) NO ().

En caso afirmativo mencionar el nombre:

En caso afirmativo mencionar el tiempo: menos de 3 meses ( ), 3-6 meses ( ), 6-12 meses

( ), mayor a 12 meses ( )

Exploracién fisica:

Peso: kg. Talla: cm. IMC: kg/m2
Perimetro abdominal: cm. Cintura: cm.
Cadera: cm.
FC: X TA:
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