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MARCO TEORICO

Asma

Es una enfermedad de las vias aéreas conductivas, caracterizada por sintomas
recurrentes de obstruccion del flujo de aire, hiperreactividad bronquial e
inflamacion subyacente [1]. Es un estado inflamatorio crénico de las via aéreas
en donde diversas células participan de manera activa; en individuos
susceptibles esta inflamacién causa episodios recurrentes de tos (sobre todo
en las noches o temprano por las mafianas), sibilancias, falta de aire y opresion
toracica; siempre es reversible de forma espontanea o con tratamiento médico

[1, 2]; y puede ocurrir remodelacion de la via aérea [3].

Epidemiologia

El asma es la enfermedad pulmonar crénica mas frecuente en la edad
pediatrica, es mas comun entre los pacientes con atopia [4]. Se estima que
mas de 300 millones de personas padecen dicha patologia [2]. Desde
mediados del siglo pasado y hasta hace dos décadas, aumentdé de manera
importante su prevalencia, actualmente esta en un periodo de meseta, no hay

grandes cambios.

Una de las herramientas que ha permitido identificar y comparar entre los
paises, es el Estudio Internacional de Asma y Alergia en la infancia (ISAAC por
sus siglas en inglés), que por medio de un cuestionario estandarizado y
validado en mas de 30 idiomas, recaba toda la informacion. En el estudio
ISAAC del 2009 [5] se estudio la prevalencia del asma en dos grupos de
edades (6-7 y 13-14 afos), reportando una frecuencia promedio de entre 6.8 y
21.7% en el primer grupo de edad y de 5.1 a 22% en el segundo grupo. En
América Latina fue de 17.3% a 15.9%, siendo México de los mas bajos con 8 a
8.7%. La ciudad de México se encuentra ubicada a media posicion, reportando
entre 6.8% a 9.9% por la Dra Del Rio-Navarro y cols [6], en un estudio que

siguié la misma metodologia que el estudio ISAAC fase lllb.



Su importancia radica en varios factores asociados, uno es la mortalidad, que
se estima es del 6rden de 5.6 por 100,000 habitantes en México, habiendo
aproximadamente 4000 muertes al afio imputables al asma; ademas de las
comorbilidades, la afeccion de la calidad de vida, y los altos costos por el
incremento en las hospitalizaciones, ya que en México se estima que en los

ualtimos 40 afos se han incrementado 10 veces [7].

Asmay respuestainmune

La fisiopatologia de esta enfermedad es compleja y aliin no se comprende del
todo, los factores genéticos, exposicion ambiental a contaminantes y productos
quimicos, el tipo de alimentacion, un ambiente libre de toxinas bacterianas, son

determinantes en el desarrollo del sistema inmune [1-3].

El principal papel del sistema inmune es la capacidad de discernir entre
moléculas extrafias con potencial de causar dafo, de las moléculas propias del
organismo, y su alteracion o malfuncionamiento es la causa de enfermedades

autoinmunes y/o alérgicas.

La respuesta inmune, innata como adaptativa, media la respuesta inflamatoria
en el asma [8]. La primera es un sistema sofisticado presente en todos los
seres Vvivos, es la primera linea de defensa contra los patdgenos y permite una
rapida respuesta ante la invasion por microorganismos ajenos al huésped, a
diferencia de esta, la inmunidad adaptativa monta una respuesta especifica,

gue genera memoria contra cualquier agente extrafo [9].

Presentacion de antigenos

El tracto respiratorio esta cubierto por un epitelio cilindrico simple ciliado con
células productoras de moco y que es llamado epitelio respiratorio [10]. En este
sustrato se encuentran las células dendriticas (DC), encargadas de la vigilancia
inmunologica en el lumen de la via aérea [11, 12], capturan y procesan
antigenos, para presentarlos a los linfocitos T de los ganglios linfaticos
mediastinales por medio del sistema mayor de histocompatibilidad tipo Il al
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receptor de células T (TCR) [13, 14]. Una vez que el antigeno se presenta al
TCR, la reaccion depende de la activacion de mensajeros intracelulares que se
encuentran en la superficie de la DC, como el CD80 (B7.1) o CD86 (B7.2), y del

linfocito T como lo es el CD28 [3].

Respuesta Th1/Th2

Una vez presentado el antigeno al linfocito, se genera una respuesta celular,
gue puede ser de estimulacion o de anergia. En ambos casos se deben activar
segundos Y terceras vias de estimulacién, la union de CD40 con su ligando, la
union del B7 con CD28, el ambiente extracelular y la presencia de ciertas
citocinas, se genera una respuesta en el linfocito T, la cual puede ser del tipo
coperador 1 0 2 (Thl, Th2) [3, 10].

En el primer caso, la respuesta esta desencadenada por procesos infecciosos
en general, comunes a bacterias, virus y situaciones de estrés. De manera
natural montamos este tipo de respuesta. Se caracteriza por la produccion y
liberacion de Interferon gamma (INFy) e interleucina 12 (IL-12), las cuales
favorecen la migracién y activacion de células mononucleares, fagocitos y

complemento [3, 15, 16].

La respuesta Th2 se monta en respuesta ante la presencia de parasitos del tipo
helminto, para facilitar su opsonizacién, y en la respuesta de hipersensibilidad
tipo | o alérgica. En este caso se libera IL4, IL5, IL13, encargadas de activar al
linfocito B para que se genere el cambio de isotipo de IgM a IgE y estimula la
activacion y sobrevida del eosindfilo [10].

La IgE producida se une a los receptores especificos de los mastocitos y los
basofilos, encargados de montar la respuesta alérgica inmediata, dependiente

de IgE, al exponerse al antigeno especifico para el cual fueron creados.

En condiciones normales, ningun sujeto deberia de montar esta respuesta,
pero dado que la alergia es una alteracion del sistema inmune, la respuesta

contra alérgenos es exagerada. El principal mecanismo de dafio es la
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inflamacion que se ejerce sobre los tejidos y la liberacion de radicales de

oxigeno.

Uno de los mecanismos por el cual se activa la respuesta Thl es el estimulo de
los receptores de reconocimiento de patrones (PRR), localizados en la
superficie celular, los cuales reconocen los patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP); las células dendriticas convencionalmente expresan PRR,
incluyendo los receptores tipo Toll (TLR), receptores tipo NOD (dominio de
oligomerizacién de union a nucleétido) asi como una variedad de receptores de
lectina tipo C que discriminan patrones de glucosilacién de proteinas propias de
las no propias [10]. EIl estimulo de cualquiera de estos patrones, genera un
ambiente extracelular propicio para la activacion de la respuesta, este se
caracteriza por la liberacion de INFy e IL-12, citocinas que estimulan y activan

otros estirpes celulares que participan en la reaccion.

Hasta el momento se han descrito 10 tipos de TLR en los humanos; los TLR se
encuentran dentro de los PRR clasificados como de sefalamiento, por lo que
no Unicamente pueden reconocer a los microorganismos sino también disparar
vias de sefializacién; esta sefalizacion activa mdltiples factores de
transcripcion, incluyendo al NF-kB (factor nuclear kB) y factores reguladores de
interferén (IRF), para finalmente inducir la produccion de citocinas inflamatorias
y antinflamatorias. Cada TLR activa vias de sefalizacion similares, pero
algunos de ellos activan vias especificas, y esto depende principalmente de las
moléculas adaptadoras citoplasmaticas que se asocian a su regién
intracitoplasmatica, la asociacion de los receptores tipo Toll 2/4 sefializan por la
via dependiente de MyD88 (gen de respuesta 88 de diferenciacion mieloide
primaria), el TLR3/4 sefializa con una via independiente de MyD88, los TLR 7/9
sefalizan por una via dependiente de MyD88 y se encuentran
intracelularmente a diferencia de los previos que se encuentran en la
membrana celular; por lo que las vias pueden considerarse como dependientes
o independientes de MyD88 [17, 18]. Las sefiales que activan a los TLR activan
a las células presentadoras de antigenos para desarrollar respuestas celulares
Th1l; bloquear o aumentar la funcion de los TLR puede modificar el balance
Th1/Th2 [17].



Sin embargo, también el epitelio respiratorio, como se habia mencionado,
expresa PRR como TRL y receptor de proteasas (PAR) 1 al 4, que reconocen
motivos microbianos y alérgenos respectivamente [19, 20]. Al unirse estos TRL
y PAR a sus ligandos generan una serie de eventos que culminan con la
produccion de quimiocinas quimiotécticas de neutroéfilos, monocitos y DC hacia
las vias aéreas, y la produccion de citocinas que pueden inducir a la
maduracion de las DC [21-24], como la linfopoyetina timica estromal (TSLP), el
factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF), IL1B, IL-

33, osteopontina e IL-25.

Factores de riesgo

Existen diversos factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad, siendo
uno de los principales la atopia (predisposiciébn genética para producir mas
IgE); también se encuentran los factores de riesgo ambientales como el humo
de tabaco, el ozono, los niveles de contaminacién aérea (como particulas
diesel) [25, 26], y la obesidad [27].

Obesidad

La obesidad infantil es considerada por la Organizacion Mundial de la salud, al
igual que por las autoridades sanitarias de nuestro pais como uno de los

problemas de salud publica mas importantes.

Definicidn

La obesidad desde el punto de vista conceptual se define como el exceso de
grasa corporal, secundario a un desequilibrio entre la ingesta energética y el
gasto energético. En nifios y adolescentes la clasificacion se debe realizar de
acuerdo a las referencias de los Centros de Prevencion y Control de
Enfermedades, por sus siglas en ingles es CDC (Centres for Disease Control
and Prevention), las cuales son especificas para la edad y sexo. De acuerdo a

esta clasificacion, actualmente se considera un peso normal para la talla si el
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IMC se encuentra entre la percentil >5 y <85; sobrepeso entre percentil 85y 95

y obesidad con percentil igual o mayor a 95.

Epidemiologia

La obesidad se encuentra entre las principales patologias de los adolescentes,
(cerca del 30%) [28, 29]. Ademas de que es un problema per se, son

importantes las comorbilidades, que la acompafan.

Su prevalencia se ha incrementado a mas del doble en los Ultimos 20 afios, sin
mostrar signos de disminucion epidmeiolégica [30, 31] y llama la atencién que
en la poblacion infantil es donde se ha presentado el mayor porcentaje de
incremento, al igual que las co-morbilidades y complicaciones, éstas se
presentan a edades méas tempranas. Entre ellas se encuentran los problemas

cardiovasculares, metabolicos y respiratorios.

En la encuesta nacional de salud del afio 2000, se determind que el exceso de
peso (obesidad mas sobrepeso) en el grupo de adolescente masculinos de 10
a 17 afios en el area metropolitana de la Ciudad de México fue de 28% y en
mujeres de 30.1% [29].

Estudios longitudinales indican que la obesidad antecede al asma y que el
riesgo relativo de incidencia de asma es directamente proporcional al
incremento de la obesidad. Pareceria que la obesidad predispone y empeora el

asma [32].

Obesidad y respuesta inmune

Cada vez hay mas evidencias de que la obesidad es un estado proinflamatorio
[33]. Los estudios iniciales demostraron que existe una asociacion entre
obesidad y diversos marcadores inflamatorios, como el factor de necrosis
tumoral (TNF-a), las interleucinas (IL), como la IL-6, la IL-1B, y la proteina C

reactiva. Se ha demostrado que la IL-6 y el TNF-a se expresan en los
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adipocitos y se relacionan directamente con la grasa corporal total. Por otra
parte, el TNF-a también esta aumentado en el asma y esta relacionado con la
produccion de IL-4 e IL-5 (tipo Th2) por el epitelio bronquial y de IL-6 e IL-1.
Por lo que podeos inferir que la via inflamatoria del TNF-a seria la via comun

tanto para la obesidad como para el asma.

La leptina, una proteina del gen Lep, es una hormona producida por los
adipocitos que actua sobre el hipotalamo como un indicador de saciedad e
incrementando el metabolismo basal. La concentracion circulante de leptina se
ha relacionado positivamente con la grasa corporal [34]. Ademas, se ha
demostrado que también cumple una importante funcién en la estimulacion de
la liberacion de citocinas proinflamatorias como la IL-6 y el TNF-a por el
adipocito. La leptina promueve asimismo la respuesta inmunitaria del tipo Thl
con una mayor secrecion de proteinas como el interferon gamma [27, 35, 36].
También se ha descrito que existe una relacion entre valores elevados de
leptina e IFNy, (la leptina incrementa la expresion y secrecion del IFNy por las
células periféricas mononucleares). Por otra parte, se ha demostrado que en la
desnutricibn asociada a hipoleptinemia hay una menor respuesta del tipo
Th1[27, 35-37].
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ANTECEDENTES

La estimulacion de TLR4 expresado en DC derivadas pulmonares con dosis
bajas de lipopolisacarido (LPS) (componente esencial de la pared de bacterias
gram negativas) es suficiente para romper la tolerancia inhalatoria y promover
el desarrollo de una respuesta Th2 a través de la via dependiente del gen de
respuesta 88 de diferenciacion mieloide primaria (MyD88) [16, 38]; siendo esto
de relevancia clinica, ya que alérgenos derivados de cucaracha y acaro, se
encuentran contaminados con LPS y peptidoglicanos [10]. Esto se ha
corroborado en estudios murinos, que al exponerlos con ovoalbumina (OVA)
sin LPS, resulté en una fallida sensibilizacion, pero si se agrega 100ng de LPS
y se expone a OVA, se logra su sensibilizacion, la exposicion a dosis mayores
de LPS, no induce ninguna una respuesta alérgica, el fendbmeno esta mediado
por el receptor de LPS que es el TLR4 [16, 39].

No solo el TLR4 esta involucrado con la sensibilizacion alérgica y el desarrollo
de asma, el TLR3 a través de su agonista el RNA de doble cadena (dsRNA por
sus siglas en inglés) también participa en la sensibilizacion. En el estudio de
Jeon y cols [40] sensibilizaron ratones con OVA y RNA de doble cadena a
dosis bajas y altas, observando que con la reexposicién a la OVA genera una

respuesta inmune mediada por linfocitos Thl o Th2, con deterioro pulmonar.

Se piensa que las respuestas exageradas mediadas por linfocitos T
colaboradores 2 (Th2) favorece el desarrollo de asma [41]. La interleucina IL-4
y la IL-13, responsables del cambio de isotipo de inmunoglobulina Ey la IL-5
que regula el crecimiento y funcién del eosinofilo, pertnecen a este perfil de
produccion. [4]. El desequilibrio entre las respuestas Thl y Th2 explica las
alteraciones inmunitarias en el asma, pero esta relacibn es mas compleja,

involucrando factores como la edad, el tipo de estimulo y otras citocinas.

La dosis del agonista del TLR es importante ya que determina el tipo de
respuesta del linfocito T, si se inhala un antigeno, en la presencia de dosis
bajas de LPS [16, 38, 42], o dosis bajas de ARN de doble cadena (dsRNA) [40],
o infeccidn por virus sincicial respiratorio [43] o dosis bajas de C pneumoniae
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[44], se sucitara una respuesta hacia Th2, con aumento en la produccion
eosindfilos, IgE, IgG1 > 1gG2,. Mientras que la inhalacion del antigeno, con
dosis altas de LPS [16, 38, 42], dosis altas de dsRNA [40] o dosis altas de C
pneumoniae [44], se sucitard una respuesta hacia Th1, con neutrdfilos e 19G; <

IgGZa.

El asma y la obesidad representan un problema de salud publica, ambos
padecimientos son cronicos y existe evidencia de su asociacion [34]. Se ha
demostrado que los pacientes asmaticos con sobrepeso y obesidad, cursan
con una evolucion mas grave [45, 46]. Existen diversos factores asociados a la
obesidad que ejercen efecto sobre el malfuncionamiento de la mecéanica
pulmonar, en la obesidad se generan muchas adipocinas, incluyendo IL-6,
TNF-a, inhibidor del activador de plasmindégeno, eotaxina, factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF por sus siglas en inglés) y proteina quimiotactica de
monocito-1 (MCP por sus siglas en inglés) [35-37], ambos padecimientos

tienen una inflamacioén sistémica persistente y una exacerba a la otra.

En los dltimos afios se ha demostrado que ademas de los alégrenos, existen
factores genéticos y ambientales, capaces de generar susceptibilidad en
individuo para que en el futuro desarrolle o no asma.[16, 38, 47]. Las
respuestas inmunes provocadas por compuestos microbianos protegen del
desarrollo de enfermedades alérgicas, incluyendo el asma, este concepto fue
creado por Strachan al que nombré como hipétesis de la higiene. [38, 47, 48],
Se ha demostrando que la exposicién a lipopolisacaridos (LPS) y al unién al
receptor tipo toll (TLR) 4, protege del desarrollo de enfermedades atopicas [39,
47, 48]; A pesar de estos hallazgos sigue siendo controversial ya que hay

varios estudios en contra del concepto [49].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El asma es una enfermedad cronica, que cursa con un proceso inflamatorio
persistente y que afecta mundialmente a millones de personas en el mundo. No
es una enfermedad nueva, hay reportes de sintomas respiratorios sugestivos
antes de nuestra era y fue Hipdcrates quien acufio el término. Desde entonces
y hasta ahora, ha sido dificil de entender sus mecanismos fisiopatoldgicos, en
la década de los 80°s, se tratd de explicar por la afeccion de musculo liso y el
broncoespasmo, en los 90°s, se identificaron las alteraciones en la respuesta
inflamatoria y sus diferentes vias, sin embargo continuamos identificando
reacciones y productos celulares relacionados que dificultan su total

entendimiento.

Actualmente los esfuerzos estan dirigidos en encontrar las alteraciones a nivel
celular, sabemos que el asma es resultado de un desbalance entre la via Thly
Th2, predominando la segunda, asociado a la produccion de IL4, IL5 e 1L13,
con aumento en la produccion de IgE, en contraparte, disminuye la

concentracion de IL2 e INFy.

Genéticamente los individuos controlamos y equilibramos estas vias, sin
embargo, se pierde por la expresion genética y por la alta o baja co-
estimulaciéon del linfocito T. En el asma se ha demostrado que la ausencia o
mal funcionamiento de los receptores tipo toll, favorece la expresion del perfil
Th2 y que adicionar LPS, lipoproteinas o acidos nucleicos a modelos murinos
sensibilizados para algunos alérgenos, disminuye la respuesta inflamatoria

alérgica.
Es necesario contar con mas evidencia para fundamentar estos conceptos, se

requieren de estudios en humanos, con modelos de inflamacion, que cuenten

con la rigidez metodologica adecuada.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION,

Tanto el asma como la obesidad son enfermedades inflamatorias persistentes,
en donde los receptores tipo Toll dirigen la respuesta hacia Thl o Th2; por lo
que es de interés conocer ¢cual es la expresion de los TLR y las citocinas en
pacientes asméaticos, asmaticos obesos y obesos?

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la inflamacion modifica la expresion de los receptores tipo toll
(TLR) en los monocitos y la concentracion de citocinas en un grupo de

escolares asmaticos obesos.

Objetivos especificos

1. Cuantificar la expresion de los receptores tipo toll en escolares sanos
de 6 a 12 afos de edad.

2. ldentificar los TLR relacionados con la respuesta inflamatoria en el
asma.

3. ldentificar los TLR relacionados con le respuesta inflamatoria en la
obesidad.

4. Determinar si la expresion del TLR en monocitos se presenta de manera
diferente en la respuesta inflamatoria por asma y por obesidad.

5. Demostrar si existen cambios en el perfil de citocinas de la via Thl o
Th2 en el asma y en la obesidad y si se asocian con alteraciones en la

expresion de los TLR.
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HIPOTESIS

Los asmaticos tienen disminuida la expresion del TLR2, TLR4 y TLR9 en los

monocitos, incrementada la cantidad de IL-4 e IgE.

Los obesos tienen normal o discretamente disminuida la expresion del TLR 4
en monocitos, mientras que TLR 2 esta incrementado al igual que TNF-alfa.

Los pacientes asmaticos obesos tienen disminuida la expresién de TLR2, TLR4

y TLR9 en los monocitos e incrementada la cantidad de IL-4 e IgE
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MATERIAL Y METODOS

Disefio.

Se trata de una cohorte transversal, analitica, descriptiva, en un grupo de
pacientes escolares asmaticos con obesidad, que acuden de manera regular al
servicio de alergia e inmunologia y a la clinica de obesidad del Hospital Infantil

de México Federico Gémez.

El presente es un reporte parcial, donde se analizan los datos demogréficos, de
laboratorios (metabdlico e inflamatorio). Solo se presentan los resultados
parciales, la expresion de receptores tipo Toll y algunas interleucinas seran

presentadas en el trabajo final.

Criterios de inclusioén:

e Escolares de 6 a 12 afios de edad.
e Ambos géneros.
¢ Que carezcan de patologia asociada, incluyendo asma y obesidad (solo
para controles).
¢ Que desee participar en el estudio y firme en el consentimiento.
¢ Que los padres estén de acuerdo y firmen el consentimiento informado y
el paciente el asentimiento.
e CONSIDERACIONES ESPECIALES
o Asmaticos:
= Asma alérgica leve a moderada.
= Que tengan el diagnostico médico de asma o sintomas
sugestivos como tos, disnea y sibilancias de 3 meses de
evolucion o por lo menos 2 episodios de broncoespasmo
en los ultimos 12 meses.
= Espirometria con VEF 1 menor del 80% y con
reversibilidad con beta dos agonista (salbutamol) igual o

mayor al 12%, actual o hasta un afio de antigiiedad.
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IgE especifica para uno o mas aeroalergenos elevada,
determinada por pruebas de escarificacion o en suero.

Se permite el uso de los siguientes medicamentos:
salbutamol, bromuro de ipatropio, salmeterol, formoterol,
montelukast, teofilina o aminofilina, cualquier tipo de
antihistaminico.

Se permite el uso de esteroide inhalado a una dosis no
mayor de 200ugr de fluticasona o su equivalente, sin

haberse modificado en las ultimas 4 semanas.

o Asmaticos obesos:

Que tengan obesidad.

Asma alérgica leve a moderada.

Que tengan el diagnéstico médico de asma o sintomas
sugestivos como tos, disnea y sibilancias de 3 meses de
evolucién o por lo menos 2 episodios de broncoespasmo
en los ultimos 12 meses.

Espirometria con VEF 1 menor del 80% vy con
reversibilidad con beta dos agonista igual o mayor al 12%,
actual o hasta un afio de antigiiedad.

IgE especifica para uno o mas aeroalergenos elevada,
determinada por pruebas de escarificacion o en suero.

Se permite el uso de los siguientes medicamentos:
salbutamol, bromuro de ipatropio, salmeterol, formoterol,
montelukast, teofilina o aminofilina, cualquier tipo de
antihistaminico.

Se permite el uso de esteroide inhalado a una dosis no
mayor de 200ugr de fluticasona o su equivalente, sin

haberse modificado en las ultimas 4 semanas.

o Obesos:

Que tengan obesidad.
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Criterios de no inclusion:

e Alteraciones del sistema inmune, enfermedades reumaticas,
enfermedades cronico degenerativas o trastornos del metabolismo
diferentes a obesidad.

e Que haya recibido inmunoterapia.

e Que curse con un proceso infeccioso en las ultimas 4 semanas previas a
su ingreso o que haya recibido antibiotico en las dltimas 4 semanas.

¢ Que hayan utilizado esteroides sistémicos en las ultimas 8 semanas.

e Que no acepte participar en el estudio.

e Los padres no deseen firmar el consentimiento informado.

e Obesidad moérbida.

¢ Que no desee patrticipar en el estudio.

e Asma grave persistente o de dificil control.

Criterios de exclusién:
¢ Retiro del consentimiento.
¢ Que no acuda a su cita.
e Embarazo.
Calculo del tamafio de la muestra
Para el presente no se realiz6 un calculo ya que no existen reportes similares al

respecto, se trata de un estudio exploratorio y dependiendo de sus resultados

se planteara una cohorte.
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DEFINICION DE VARIABLES

Variables independientes

Obesidad.

Definicidn: es el exceso de grasa corporal.

Tipo de variable: escalar.

Escala de medicion: indice de masa corporal.

Unidad de medida expresada en kg/m?.

Cuando el IMC es mayor o igual a la percentila 95 para su edad, se considera
al sujeto obeso. En IMC se calcula dividiendo el peso en kilogramos, entre la

talla en metros al cuadrado (peso/talla?)

El peso mide la masa, se realiza en una bascula de pie y palanca, marca
“Health o meter” modelo 402 KL, que se calibra de manera constante, que
permite una lectura minima de 100 gr. El paciente debe pesarse en ropa ligera,
sin zapatos, de pie, los mismos dias de la semana y con una diferencia de +/-

una hora.

La talla mide el tamafio de los segmentos. La medicién se realiza con un
estadimetro “Holtain Limited Crymych”, Dyfec (Gran Bretafia), anotando en
centimetros (cm) el resultado. El sujeto debe estar descalzo sobre una
superficie plana, haciendo angulo recto con la barra vertical del estadimetro. La
cabeza debe estar posicionada en el plano Frankfurt horizontal, (viendo
directamente hacia el frente, con el borde orbitario inferior en el mismo plano
que le conducto auditivo externo). Los brazos deben colgar libremente, las
manos deben colocarse sobre la parte lateral externa del muslo. Los talones
deben estar juntos; con los bordes internos medios de los pies se formara un
angulo de 60°. Finalmente, se pide al sujeto que inhale antes de deslizar la

cabecera sobre el maximo punto superior de la cabeza del paciente.
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Asma.

Definicion: enfermedad inflamatoria crénica de la via aérea, caracterizada por
hiperreactividad y obstruccion del flujo aéreo, regularmente reversible,
manifestada por tos, sibilancias y disnea.

Tipo de variable: cualitativa.

Escala de medicion: intermitente, leve, moderada y grave.

Unidad de medida: intermitente o persistente.

El diagnéstico y clasificacion de asma se hace en base a las guias
internacionales GINA 2008.

Variables dependientes

Toll like receptor

Definicion: receptor de membrana celular que reconoce los patrones
moleculares asociados a patégenos y a ligandos enddgenos. Es uno de los
responsables del inicio de la respuesta inmune innata, caracterizada por el
incremento en los niveles séricos de TNF-a, IL-1b entre otras.

Tipo de variable: escalar.

Escala de medicién: numérica.

Unidades expresadas en intensidad media de fluorescencia.

Se obtiene una muestra sanguinea de 5 ml y se coloca en un tubo con acido
etilendiaminotetraacetico (EDTA), que en este caso tiene la funcion de
anticoagulante. Posteriormente se separan las células mononucleares por
gradiente de densidad con Lymphoprep. Se contaran las células y se
almacenaran alrededor de 2 millones en criotubos (2 tubos por participante) a -
70°C, hasta su analisis. Simultdneamente se colocaron 10000 células en cada
uno de 10 portaobjetos para realizar los ensayos de inmunocitoquimica, con
anticuerpos monoclonales especificos anti-TLR2, anti-TLR4 y anti-TLR9,

ademas de los controles de isotipo correspondientes.
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El aislamiento del RNA se realizara por columna MINI-RNA-PREPARATION
con estuches comerciales (Qiagen, Quimica Valaner, México). Se cuantificara
la concentracion del RNA por espectrofotometria a 260 nm y la pureza por la
relacion 260/280. Ademas se haran geles de agarosa al 1% para conocer la
integridad del mismo (bandas 28S y 18S).

El repertorio y nivel de expresion de los TLRs se realizara mediante RT-PCR
Tiempo Real, utilizando 1 pg de RNA total para cada determinacion y los
oligonucledtidos sentido y anti-sentido especificos para cada uno de los TLRs.
Se utilizara el equipo de PCR Tiempo Real instalado en el area de
Instrumentos de la Coordinacion de Investigacion del hospital de
especialidades CMSXXI, Instituto Mexicano del Seguro Social.

Interleucinas

Definiciébn: son proteinas solubles de bajo peso molecular mediadoras de
crecimiento celular, inflamacion, diferenciacién y reparacién. Producidas por
diversas estirpes celulares, son el principal medio de comunicacioén intracelular,
definen la magnitud y naturaleza de la respuesta inmune.

Tipo de variable: escalar.

Escala de medicion: unidades.

Unidad de medicion: picogramos/microlitro.

De una muestra de sangre periférica tomada en un tubo sin anticoagulante
(5mL), se separ0 el suero y se conservaron debidamente etiquetados y

almacenados a -20°C hasta que se realizaron las pruebas.

Las determinaciones de interleucinas se haran a través de ensayos
inmunoenzimaticos de enzima ligada (ELISA) disponibles comercialmente. Los
procedimientos se llevaran a cabo de acuerdo a las instrucciones

proporcionadas por el fabricante (Pharmingen).

La técnica consiste en lo siguiente, 100ul del suero del paciente por duplicado,

se colocan en los pozos de la placa de ELISA, recubiertos previamente con el
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anticuerpo de captura de la interleucina a buscar. Después de incubar los
sueros por 3 horas, se lavan los pocillos en varias ocasiones y se adiciona el
anticuerpo de deteccidn y posteriormente un conjugado de peroxidasa con
estreptavidina. Después de otra incubacion y lavados, se adiciono el sustrato
de la enzima que fue transformado en un producto colorido, medible por

espectrofotometria.

En el estudio se correran las siguientes interleucinas para todos los pacientes:
IL1B, TNF-a, IFN-y, IL4, IL2, IL10.

IgE especifica para aeroalérgenos

Definicion. Anticuerpo especifico contra aeroalergenos ambientales, que son
desencadenantes del asma alérgica.

Tipo de variable: escalar.

Escala de medicion: positivo o negativo.

Unidad de medida: milimetros.

Se realiza limpiando la piel de la espalda con alcohol al 96%, se coloca el
alérgeno a probar con separaciones entre ellos de al menos 2cm,
posteriormente con una lanceta se lesiona la epidermis, se tiene un control
positivo con histamina concentracién 1:1 y un control negativo con glicerina. Se
realiza la lectura después de 15 minutos, anotando el promedio de la reaccion,
la cual se mide didmetro mayor mas diametro ortogonal entre dos, y se

considera positiva si existe un roncha de 3mm o mas sobre el control negativo.
Evaluacion de los pacientes

Se reclutaran los pacientes de la clinica de alergia y obesidad, a los padres de
cada uno de ellos se les planteara la posibilidad de participar en el estudio. Si

aceptan, se les asignara el formato de consentimiento informado, el cual

debera ser firmado por ambos.
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El primer procedimiento es la elaboracion de una historia clinica completa, la
cual incluye antecedentes familiares de asma, atopia y obesidad entre otros,
seguido de exploracion fisica completa, que incluye la toma de medidas

antropomeétricas (peso, talla), signos vitales y exploracion fisica.

El siguiente paso es la toma de productos sanguineos para determinar la
expresion de TLR 2,4,9, titular la concentracion de IL1j, IL2, IL4, IL10, TNF-a e
IFN-y. También se mediran glucosa, acido Urico, colesterol, lipoproteinas de
baja densidad (LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL), triglicéridos e
insulina. Si el paciente no se encontrara en ayuno, se cita al dia siguiente o en

la fecha mas cercana para tomar las muestras.

A todos los pacientes se les realizaran pruebas cutdneas para aeroalérgenos,
que incluyen: Cladosporium herbarum, Dermatophagoides pteronyssinus,
Ambrosia trifida, Chenopodium albun, Cynodon dactylon, Fraxinus excelsior,
Phleum pratense, Quercus robur y Schinus moile. La prueba se programé en
no mas de una semana. También el mismo dia y antes de realizar las prueba
cutaneas, se realizara una espirometria basal, y cuando el paciente tenga un
FEV1 menor al 80% se realizara reversibilidad con 200ug de salbutamol (estos

resultados se compararan con las tablas de Morris/Polgar).
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ANALISIS ESTADISTICO

Se estimaran medidas descriptivas para identificar a la poblacion estudiada,
para contrastar la hipotesis, la prueba elegida es ANOVA, el intervalo de
confianza establecido es de 95%, considerando significativo cualquier valor de

p<0.05. Estimaremos riesgos de asociacion.

Para variables paramétricas se determinaron las medidas descriptivas y de
tendencia central, las diferencias se establecieron por la prueba de x*. Los

datos se analizaron en el programa Windows SPSS versién 12.

CONSIDERACIONES ETICAS

No existe beneficio terapéutico para estos adolescentes y como no hay
maniobra terapéutica el riesgo para ellos es minimo, so6lo la molestia de la
venopuncion, sin embargo, como esta pudiera ser substancial en algunos
casos, se solicitara autorizacion verbal al escolar y en todos los casos, por
escrito a los padres o tutores legales.
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RESULTADOS

Se reclutaron en total 93 pacientes, 56 varones (60.2%) y 37 femeninos
(39.8%), de los cuales 24 fueron asmaticos, 22 asmaticos obesos, 24 obesos y
23 pacientes control; no existieron diferencias de género entre ellos que fueran
significativas. En los antecedentes familiares, en el grupo de asmaéticos y
controles, el 66.7% (IC95% 47.8-85.5) y 52.2% (IC95% 31.8-72.6) tenian
antecedentes en primer o segundo grado de obesidad o sobrepeso, mientras
que en los obesos y asméaticos obesos, 83.3% (IC95% 68.4-98.2) y 86.4%
(1C95%72.0-100.7) tenian antecedente de sobrepeso u obesidad, y esta
diferencia fue estadisticamente significativa. Este mismo fenbmeno ocurrié con
el antecedente de diabetes en primer y segundo grado, ya que de nuevo en el
grupo de pacientes asmaticos obesos y obesos, el 86.4% (IC95% 72.0-100.7)
y 83.3% (IC95% 68.4-98.2) tuvieron este antecedente, y en los pacientes
asmatico y controles el 54.2% (IC95% 34.2-74.1) y el 47.8% (1C95% 27.4-68.2),
lo cual fue significativo. En el antecedente de enfermedades del corazén, los
asmaticos obesos tuvieron un antecedente positivo en 45.5% (IC95% 24.6-
66.3), que fue significativamente mayor que en los otros tres grupos. El resto
de antecedentes familiares fue sin diferencias entre los grupos de pacientes

analizados.

La actividad fisica vigorosa por cuestionario fue significativamente menor
(p<0.05) en el grupo de pacientes obesos (20.8%; IC95% 4.6-37.1) vs los
controles (60.9%; 1C95% 40.9-80.8); ahora bien, si comparamos los pacientes
obesos contra los grupos de asmaticos y asmaticos obesos, aunque la
actividad también fue notoriamente menor, no existio diferencia significativa.
(asmaticos 41.7% [IC95% 21.9-61.4], asmaticos obesos 54.5% [IC 95% 33.7-
75.4]).

En la exploracion fisica, se encontré acantosis nigricans en 81.8% (IC95%
65.7-97.9) de los pacientes asmaticos obesos y en 83.3% (IC95% 68.4-98.2)
de los pacientes obesos, mientras que en los asmaticos solo en un paciente
(4.2%; IC95% -3.8-12.2) y en los controles en ninguno, esto fue significativo. La

presencia de giba dorsal se encontr6 en 31.8% (IC95% 12.4-51.3) de los

26



pacientes asmaticos obesos y en 33.3% (IC95% 14.5-52.2) de los pacientes

obesos, mientras que en los pacientes asmaticos y en los controles en ninguno,

esto fue significativo.

Tabla I. Caracteristicas antropomeétricas

IC 95%
Desviacién  Limite
Grupo N Promedio estandar alto Limite bajo

Edad en afios cumplidos  Asmatico 24 9.12 1.85 8.34 9.91

Asmatico 22 8.18 1.59 7.48 8.89

obeso

Control 23 10.17 1.64 9.46 10.88

Obeso 24 10.17 1.58 9.50 10.83
Peso [Kg] Asmatico 24 31.44 7.89 28.11 34.77

Asmatico 22 42.28 9.88 37.90 46.66

obeso

Control 23 36.81 9.86 32.54 41.07

Obeso 24 58.32 13.64 52.56 64.08
Talla [cm] Asmatico 24 135.27 11.85 130.27 140.28

Asmatico 22 132.01 11.40 126.96 137.07

obeso

Control 23 142.10 12.70 136.61 147.59

Obeso 24 146.41 10.60 141.93 150.88
IMC [Kg/m?] Asmatico 24 16.90 2.01 16.05 17.75

Asmatico 22 23.90 2.06 22.99 24.82

obeso

Control 23 17.85 1.88 17.03 18.66

Obeso 24 26.80 3.38 25.38 28.23
pIMC Asmatico 24 51.71 28.11 39.84 63.58

Asmatico 22 97.36 1.29 96.79 97.94

obeso

Control 23 55.48 23.81 45.18 65.77

Obeso 24 97.33 1.44 96.73 97.94
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Tabla Il. Resultados de laboratorio

IC 95%
Desviacion  Limite
Grupo N  Promedio estandar alto Limite bajo
Glucosa [mg/dL] Asmatico 24 88.50 7.51 85.33 91.67
Asmatico 21 86.81 8.39 82.99 90.63
obeso
Control 23 87.04 8.15 83.52 90.57
Obeso 23 88.22 12.08 82.99 93.44
Acido Urico [mg/dL] Asmatico 24 4.00 0.63 3.74 4.27
Asmatico 21 4.19 0.89 3.78 4.59
obeso
Control 23 4.36 1.04 3.91 4.81
Obeso 23 5.35 1.22 4.82 5.87
Coleterol [mg/dL] Asmatico 24 152.50 24.78 142.04 162.96
Asmatico 21 150.10 26.60 137.99 162.20
obeso
Control 23 156.09 25.83 144.92 167.26
Obeso 23 149.26 29.14 136.66 161.86
LDL [mg/dL] Asmatico 24 75.13 16.30 68.24 82.01
Asmatico 21 74.48 24.68 63.24 85.71
obeso
Control 23 81.91 21.81 72.48 91.35
Obeso 22 79.73 21.06 70.39 89.07
Triglicéridos [mg/dL] Asmatico 24 72.13 23.91 62.03 82.22
Asmatico 21 140.00 74.42 106.13 173.87
obeso
Control 23 84.52 37.02 68.51 100.53
Obeso 23 125.61 87.26 87.88 163.34
HDL [mg/dL] Asmatico 24 62.38 12.34 57.16 67.59
Asmatico 21 45.93 15.02 39.10 52.77
obeso
Control 23 57.09 7.96 53.65 60.53
Obeso 23 49.78 12.54 44.36 55.21
Insulina ayuno 1U/mL Asmatico 24 5.64 4.24 3.85 7.42
Asmatico 20 11.43 7.84 7.76 15.10
obeso
Control 23 6.41 3.70 4.81 8.01
Obeso 24 12.57 6.64 9.77 15.38
Interleucina 2 [pg/mL] Asmatico 23 78.18 167.70 5.66 150.70
Asmatico 13 40.55 49.62 10.56 70.53
obeso
Control 21 171.78 72.99 138.56 205.01
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Obeso
Interleucina 10 [pg/mL] Asmatico

Asmatico
obeso
Control

Obeso

20

11

162.27

32.57
2.75

0.62
12.33

68.74

83.07
1.97

0.21
14.56

130.10

-23.23
1.10

-1.25
-23.85

194.44

88.38
4.40

2.49
48.51

En los resultados de laboratorio, se encontraron diferencias significativas en los

valores de &cido urico (figura 1), triglicéridos (figura 2), lipoproteinas de alta

densidad (figura 3), insulina en ayuno (figura 4) e interleucina 2 (figura 5).

Como se puede observar en las figuras subsiguientes los obesos con y sin

asma desde el punto de vista metabdlico tuvieron mayores alteraciones que los

asmaticos y controles. En los otros datos de laboratorio referidos en la tabla I,

no se encontraron resultados estadisticamente significativos.

Figura 1.

Comparacion de los valores medios e IC 95% de &cido Urico en cuatro grupos de

escolares
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* P<0.05 Obeso VS Asmatico, Asmatico obeso y Control por ANOVA post Hoc
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Figura 2.
Comparacion de los valores medios e IC 95% de triglicéridos
en cuatro grupos de escolares
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*p<0.05 Asmatico Obeso VS Asmatico y Control; ** Obeso VS Asmatico; por
ANOVA post Hoc.

Figura 3.
Comparacion de los valores medios e IC 95% de HDL en cuatro grupos
de escolares
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Figura 4.

Comparacion de los valores medios e IC 95% de insulina

en cuatro grupos de escolares
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Figura 5.

Comparacién de los valores medios e IC 95% de IL 2 en

cuatro grupos de escolares
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Figura 6.

Comparacioén de los valores medios e IC 95% de IL 10

en cuatro grupos de escolares
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32



Tabla lll. Valores de espirometria

IC 95%
Desviacion Limite  Limite
Grupo N Promedio estandar alto bajo
Capacidad vital forzada [%] Asmatico 24 106.17 11.89 101.15 111.19
Asmatico 21 116.29 25,57 104.65 127.93
obeso
Control 21 105.71 10.65 100.87 110.56
Obeso 24 107.42 1797 99.83 115.00
Volumen espiratorio forzado 1s Asmatico 24 95.58 18.02 87.97 103.19
[%] Asmatico 21 106.76 2068 93.25 120.27
obeso
Control 21 101.52 1402 95.14 107.91
Obeso 24 102.29 16.49  95.33 109.25
FEV1/FVC Asmatico 24 82.42 1094 77.80 87.04
Asmatico 21 83.52 8.13 79.82 87.22
obeso
Control 21 88.29 7.24 8499 91.58
Obeso 24 88.12 8.32 8461 91.64
FEF25-75 [%] Asmatico 24 87.25 34.18 72.82 101.68
Asmatico 21 93.62 33.83 78.22 109.02
obeso
Control 21 105.19 31.09 91.04 119.34
Obeso 24 105.62 29.41  93.20 118.05
Reversibilidad [%] Asmatico 24 458 11.05 -0.08 9.25
Asmatico 21 0.95 8.06 -2.72 4.62
obeso
Control 21 0.29 5.04 -2.01 2.58
Obeso 24 0.33 5.84 -2.13 2.80

En los valores de espirometria no se encontraron valores significativos entre los

grupos estudiados.
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Las correlaciones encontradas son las siguientes

Tabla IV. Correlaciones por Pearson

Grupo Correlacion r
Asmatico Glucosa-Insulina 0.442
Colesterol-LDL 0.887
Colesterol-HDL 0.781
LDL-HDL 0.467
Asmatico Obeso  Glucosa-Insulina 0.447
Colesterol-LDL 0.842
Triglicéridos-HDL -0.642
Control Glucosa-Acido trico 0.422
Acido urico-Insulina 0.536
Colesterol-LDL 0.934
Colesterol-Triglicéridos 0.421
Colesterol-Interleucina 2 0.551
LDL-Interleucina 2 0.462
Triglicéridos-Insulina 0.692
Insulina-Interleucina 2 0.452
Obeso Colesterol-LDL 0.887

El colesterol total con LDL tuvieron una correlacién positiva significativa en

todos los grupos, con una r de 0.842 a 0.934 y p<0.05.

La correlacion de glucosa e insulina en ayuno, se encontré en los dos grupos

de asmaticos (con y sin obesidad), con una r que oscilé entre 0.442 a 0.447 y

p<0.05.
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ANALISIS

Debido a que el no contamos con los valores de los receptores tipo Toll, se
analiza la informacién de manera parcial con los resultados antropométricos, de

funcion respiratoria, metabolicos e inflamatorio (IL2, IL10, TNFa).

La obesidad representa un problema de salud publica no solo por su alta
prevalencia sino por el impacto en la salud que condiciona el exceso de grasa
acumulado. Actualmente las dislipidemias y la obesidad por separado,
representan factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades metabdlicas

como la diabetes y las enfermedades cardiovasculares.

Las alteraciones metabdlicas como se pudieron observar en nuestro estudio
concuerdan con los multiples reportes publicados, donde las alteraciones de
dislipidemia en los obesos son triglicéridos altos, lipoproteinas de baja
densidad altas y lipoproteinas de alta densidad bajas [50, 51]. Se ha tratado de
elucidar el por qué de estas alteraciones metabdlicas, y al momento sabemos
gue no es Unicamente un factor el desencadenante, sino una gran diversidad,
como lo son los factores neurologicos y hormonales, siendo de gran relevancia
la insulina [51, 52]. El antecedente de sobrepeso y obesidad familiar fue mas
en los obesos asi como la sospecha de resistencia a la insulina, mostrada
indirectamente por la acantosis, fue mayor en estos grupos (figuras 2,3y 4), al
igual que los triglicéridos e insulina basal, mientras que las lipoproteinas de alta

densidad estaban disminuidas.

Sabemos que existe una relacion directamente proporcional entre el indice de
masa corporal y la incidencia asma [53]. Se han reportado multiples cambios
en los patrones espirométricos relacionados a asma y obesidad; Tantisira y
colaboradores, encontré que tanto el volumen espiratorio forzado del primer
segundo (VEF1) como la capacidad vital forzada (CVF), estdn aumentados en
los pacientes asmatico obesos, y lo que se encuentra disminuido es la relacion
entre estos dos (VEF1/CVF), encontrando una proporcion inversamente
proporcional, donde el aumento del IMC en 5 unidades, corresponde a un

descenso del 1% en esta relacion [54]; en otro estudio hecho por Spathopoulos
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y colaboradores, encontraron en una cohorte de nifios y adolescentes con
sobrepeso y obesidad sin asma, que el IMC tenia una relacién significativa con
reduccion en los valores de espirometria [55]; en nuestra cohorte no
encontramos ninguna relacion significativa, de hecho como podemos observar
en la tabla de valores espirométricos (tabla Ill), tanto los pacientes obesos
como controles tienen una media del valor de VEF1/CVF normal y los dos
grupos de pacientes asmaticos tienen valores menores pero aun dentro de lo
normal, muy probablemente esto se deba a que nuestra cohorte es pequefa y
que los tipos de asma que incluimos fue de leve a moderada, ademas de que

los pacientes no tenian obesidad mérbida.

La obesidad y el asma son enfermedades cuyo hallazgo comun es la
inflamacion, por una parte los pacientes asmaticos con una inflamacion de
predominio Th2 y los pacientes obesos con un perfil de citocinas inflamatorio
del tipo Thl; en donde se ha visto que la leptina media la produccion de TNFa,
IL2 e IL6 [34]; En nuestro estudio la IL2 se reportdé aumentada en los pacientes
obesos, pero no asi en los asmatico obesos, probablemente porque los
asmaticos tienen una via inflamatoria diferente al perfil de ctitocinas medido.

Desafortunadamente solo contamos con esta determinacion.
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CONCLUSIONES
Los antecedentes de sobrepeso, obesidad y diabetes, son factores importantes
heredofamiliares para la permanencia de estas patologias en los pacientes

pediatricos.

En los pacientes obesos, la actividad es significativamente menor que en los

pacientes sanos.

Los pacientes obesos tuvieron estigmas de resistencia a la insulina, como lo es

la acantosis nigricans y la giba dorsal.
La dislipidemia caracterizada por aumento de lipoproteinas de baja densidad,
aumento de triglicéridos y disminucion de lipoproteinas de alta densidad, se

corroboré en los pacientes obesos y obesos asméticos de nuestra cohorte.

Existe una correlacidon directamente proporcional entre los niveles de colesterol

con los niveles de lipoproteina de baja densidad.

No existen alteraciones de la funcién respiratoria entre los grupos analizados.
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