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Participacion del TLR9 y de la IL-5 en el proceso inflamatorio de
pacientes asmaticos-obesos atendidos en el Hospital Infantil de

México Federico Gomez.

ANTECEDENTES

El papel concreto de los TLRs en la fisiopatologia del asma no se conoce aun, se sabe
por modelos murinos que la activaciéon del TL2 se asocia con incremento de la
hiperreactividad e inflamacién de la via aérea [1]. Sin embargo otros estudios mostraron

que los ligandos de TLR2 y TLR4 pueden disminuir la repuesta alérgica [2].

En un estudio reciente Pacheco-Martinez y colaboradores, analizaron la expresiéon del
receptor TLR4 en 4 grupos distintos de nifios de la ciudad de México, los cuatro grupos
fueron: pacientes asmaticos-obesos, asmaticos no obesos y obesos sin asma (de la
consulta del Hospital Infantil de México Federico Gémez), asi como voluntarios sanos.
Reportaron una mayor expresion de este receptor en el grupo de pacientes asmaticos, en
comparacion con los otros 3 grupos, lo cual podria explicar su mayor reactividad a los
alérgenos, entre ellos el LPS. Sin embargo, el grupo de obesos presentd menor expresion
que los otros tres grupos y el grupo de obesos-asmaticos no presenté diferencia con los
sanos, lo cual pudiera hablar de un equilibrio en la expresién del TLR4, determinada por

las dos patologias[3].

En cuanto al TLR9 se sabe que los ligandos de este receptor (oligonucléotidos con
secuencias CpG no metiladas) son capaces de prevenir y revertir la inflamacion
eosinofilica de la via aérea inducida por antigenos en modelos animales de asma [4].
Modelos preclinicos de asma han demostrado que los ligandos del TLR-9 puede reducir
los niveles circulantes de de IgE, asi como la hiperreactividad bronquial. En modelos con
exposicion cronica a alérgenos, los oligonucléotidos con secuencias CpG no metiladas,
fueron efectivos también para prevenir la remodelacién de la via aérea [5]. También han
reportado que los ligandos de TLR9 pueden revertir los sintomas de asma cuando se
usan solos o en combinacion con terapia de desensibilizacion [6, 7]. En estos y otros
estudios han observado que la activacion del TLR9 promueve un perfil de inflamacion de
tipo Th1. Sin embargo no se cree que el perfil de citocinas sea indispensable para el

beneficio terapéutico en los modelos preclinicos de asma atépica [8].



Mansson A y Cardell LO, encontraron que los oligonucléotidos con secuencias CpG no
metiladas de las bacterias, induce la liberacién de neurotoxina derivada de eosindfilos
(EDN). Asi mismo, los eosinodfilos activados por CpG, promueve la muerte de las células
epiteliales respiratorias y la liberacion de citocinas. Al estimular con mediadores alérgicos:
histamina, IL-4, y principalmente IL-5, aumento la secrecion de IL-8 y la NDE, revelando
una capacidad de sensibilizar a los eosindfilos para la activacion por TLR7 y TLRO.
También observaron que: la respuesta a los TLRs de los eosindfilos fue mayor en
alérgicos, manifestada por un aumento de la IL-8 y la liberacion de EDN, en comparacion
con sujetos sanos. Encontraron que los sujetos alérgicos muestran un nivel elevado en
suero de IL-5. Este estudio muestra que la activacion a través de TLR7 y TLR9 afecta
varias funciones del eosindfilo y que el estado atdpico del donador y la presencia de
citocinas de tipo Th2, puede afectar el desenlace de la respuesta [9]. Asi, la activacion de
eosindfilos a través del TLR7 y TLR9 podria generar un vinculo entre la infeccion viral y

las exacerbaciones alérgicas.

Se piensa que las respuestas exageradas mediadas por linfocitos Th2, estan relacionados
con el desarrollo de asma. [10]. La dosis del antigeno que estimula el TLR determina el
tipo de respuesta del linfocito T. Dosis bajas de LPS [11, 12, 13], o dosis bajas de ARN
de doble cadena (dsRNA) [14], o infeccidn por virus sincicial respiratorio [15] o dosis bajas
de C. pneumoniae [16], inducen una respuesta Th2, con produccion de eosindfilos y de
IgE, mientras que con dosis altas de LPS [11, 12, 13], dosis altas de dsRNA [14] o dosis
altas de C. pneumoniae [16], se genera una respuesta Th1. El estimulo en presencia de
alérgenos puede generar sensibilizacion alérgica y el desarrollo futuro de asma. [11, 12,
17]. En la hipétesis de la higiene se refleja solo una parte de estos conceptos, el estimulo
de los TLRs por LPS, previene el desarrollo de atopia, [17, 18, 19]; sin embargo, como lo
mencionamos, la magnitud del estimulo y los factores que rodean esta reaccion,

determinaran el tipo de respuesta del linfocito T [20].

Se ha demostrado que el asma y la obesidad comparten el estado de inflamacion crénica,
algunos autores agregan el término de inflamacién de bajo grado, algunas vias de
senalizacién como la del TNF-a en comun [21], sin embargo el aumento del tejido adiposo
presente en la obesidad y el aumento de distintas adipocinas como la leptina, favorece
una respuesta inmune adaptativa de tipo Th1 [22] al contrario de la Th2 que sabemos

predomina en el asma. Ya desde hace algunos afios se ha empezado a estudiar al asma



y la obesidad como una entidad [23-25], sin embargo se conoce poco del estado del
sistema inmune innato de los pacientes asmaticos y asmaticos obesos en el mundo y en

nuestro pais.

MARCO TEORICO
Asma

El asma es una enfermedad crénica compleja y multifactorial, que generalmente se define
por sus caracteristicas clinicas, que si bien no son exclusivas de esta enfermedad, si
estan presentes en todos los pacientes que la padecen; como lo son: obstruccion variable
del flujo aéreo que caracteristicamente es reversible (responde al tratamiento con
broncodilatadores), hiperreactividad bronquial, que es una broncoconstriccién exagerada
en respuesta a distintos estimulos mediada por mecanismos inmunes y una
neuroregulacion alterados. Desde el punto de vista celular, se caracteriza por el infiltrado
de mastocitos, monocitos, linfocitos y eosindfilos; células que liberan sustancias pro-
inflamatorias, ocasionando hipersecrecion de moco, contraccion y alteracion del musculo

liso bronquial [26,27], conduciendo finalmente a una remodelacién pulmonar [28].

Existen datos clinicos que nos obligan a sospechar en la presencia de la enfermedad,
como lo son: sibilancias, disnea, sensacion de ahogo u opresion toracica, tos persistente
(de predominio nocturno o matutino, que caracteristicamente se exacerba con el gjercicio,
la risa o el llanto intensos) dificultad respiratoria; sintomas que caracteristicamente son
recurrentes. La iniciativa global para el asma (GINA) [27] la define como “una enfermedad
inflamatoria cronica de las vias aéreas en la cual multiples células y productos celulares
juegan un papel importante. Esta inflamacién crénica produce un incremento en la
respuesta de la via aérea y episodios recurrentes de sibilancias, dificultad a la respiracion,
tiraje intercostal, tos y opresién toracica, especialmente en la noche y en la manana.
Estos episodios se asocian con obstruccion al flujo aéreo variable, reversible
espontaneamente o con tratamiento”. Existe una definicién funcional elaborada por Black
en el 2002 [29] que también es muy utilizada, la cual se refiere al asma como: “la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica mas frecuente en la nifiez, que se caracteriza
por hiperreactividad, inflamacién de la via aérea y reversibilidad en grado variable.
Multiples células se han implicado en la fisiopatologia como linfocitos, células cebadas,

basofilos y eosindfilos. En personas susceptibles esta inflamacion causa limitacion del



flujo aéreo y episodios repetidos de tos, sibilancias y dificultad respiratoria causados por
broncoconstriccién, edema, secrecién de moco y en algunos pacientes remodelacion de la

via aérea”.

Se estima que mas de 300 millones de personas la padecen y se estima que para el 2025
seran 400 millones de asmaticos en el mundo [30], en las ultimas décadas se ha
observado un incremento importante en la prevalencia de la enfermedad [27, 31].
Mediante el estudio Internacional de Asma y Alergia en la infancia (siglas en inglés
ISAAC) [32], se ha podido estandarizar un método para conocer la prevalencia de
sintomas de asma, rinitis y conjuntivitis, asi como comparar su frecuencia en distintos
paises. En el ultimo reporte del 2009, la prevalencia de escolares que refirieron haber
tenido alguna vez asma fue de 5.1 (norte y este de Europa) a 22% (Oceania), 21.7% en el
grupo de adolecentes y de 3.4% (Africa) a 29.2 % (Oceania) en escolares. América del
Norte es de las regiones con mayor frecuencia, reportando como media 20% en escolares
y 17.3% en adolescentes [33]. Sin embargo, en México es del orden de 8 y 8.7

respectivamente [34].

La mortalidad no es despreciable, tomando en cuenta que debieran ser muertes
prevenibles, la tasa en nuestro pais es de 14.5 muertes por cada 100 mil pacientes que la
padecen, aproximadamente 570 muertes al afio, una de las mas altas de América [30].
Cabe mencionar que la afeccion emocional y la limitacién fisica — funcional es importante,
modificando el estilo de vida de los pacientes que tienen asma no controlada, sin que se

tenga un registro preciso de ello.

Asma y respuesta inmune

Su fisiopatologia es compleja, aun no se comprende del todo, lo cierto es que es una
enfermedad multifactorial. Se conocen varios factores que favorecen su desarrollo, como
la atopia (predisposicion genética para desarrollar una reaccion de hipersensibilidad),
seguido de otros como la exposicién al humo de tabaco, al ozono, al diesel y a otras
particulas libres [35, 36], la obesidad [37], las infecciones por virus o la exposicion a

ciertos microorganismos [26-28].

Uno de los grandes retos del sistema inmune (SlI) es el de discernir entre moléculas

extrafas, potencialmente daninas y las moléculas propias. Su mal funcionamiento en este



sentido es la causa de las enfermedades autoinmunes y alérgicas. Es la interaccion de la
respuesta inmune innata y la adaptativa la que media la respuesta inflamatoria en el asma
[38]. El sistema inmune innato esta presente en todos los seres vivos y filogenéticamente
es mas antiguo que el adaptativo, se caracteriza por responder de forma inmediata
(segundos a minutos), es menos especifico y no posee memoria inmunoldgica. Sin
embargo, cuenta con una gran variedad de receptores que son conocidos como
“receptores de reconocimiento patrones (PRRs)” que le permiten diferenciar lo propio de
lo ajeno. El sistema inmune adaptativo en cambio, es especifico y posee memoria, sin
embargo la respuesta es mas lenta y requiere de una primera exposicion (presentacion de
antigeno) para montar una respuesta. Para su estudio se divide en celular y humoral [39].
Existe evidencia de que alteraciones en la composicion o funcionamiento del sistema

inmune estan estrechamente relacionadas con el desarrollo del asma [28].

El tracto respiratorio es un gran medio de exposicién al medio ambiente y por lo tanto a
millones de particulas y microorganismos, para lo que esta cubierto por un epitelio
cilindrico simple ciliado con células productoras de moco, que sirven como barrera
fisiolégica [40]. En el cual abundan las células dendriticas (DC), que se encargan de la
vigilancia inmunolégica [41, 42], capturan, procesan y presentan antigenos a los linfocitos
T a través del complejo principal de histocompatibilidad tipo Il (MHCII), uniéndose al
receptor de células T (TCR), [43, 44] lo que genera una cascada de senalizacion
intracelular que normalmente culmina en la produccion de mediadores pro-inflamatorios y

moléculas estimuladoras de linfocitos T y B, eosindfilos y monocitos [28].

La respuesta inmune es mas compleja que esto, no solo existe el TCR y el MHCII, la
llamada sinapsis inmunoldgica, que es esta compleja interacciéon entre la célula
presentadora de antigeno y el linfocito efector, dependen de otros receptores y
correceptores, ademas de la interaccion de varias citocinas. Dependiendo del
microambiente que rodee esta sinapsis inmunoldgica, se induce una respuesta que podra
estar encaminada a distintas vias, como lo es la respuesta Th1 (linfocito cooperador tipo I)
o la Th2 (linfocito cooperador tipo Il). La primera generalmente se activa ante la presencia
de agentes infecciosos intracelulares del tipo viral y/o bacteriano, o situaciones de estrés,
produciéndose interferon gamma (INF-y), interleucina 12 (IL-12) y factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), que estimulan la activacion y migracion de monocitos y

polimorfonucleares [11, 28, 45]. La segunda se relaciona sobre todo, con las



enfermedades alérgicas e infecciones por helmintos [28, 40], produciéndose IL-4, IL-5 e
IL-13, encargadas de activar y diferenciar al linfocito B, estimulandolo para que cambie de
isotipo y produzca IgE especifica, asi como de activar y atraer a los eosindfilos [40]. Una
vez que la IgE se produce, se une a receptores de alta y baja afinidad, que se localizan
con mayor frecuencia en la membrana de mastocitos y basdfilos, encargados de generar
la respuesta alérgica inmediata, al exponerse al antigeno especifico para el cual fueron
creados. In uUtero y hasta el nacimiento, la madre y el producto tienen un perfil Th2
predominante, indispensable para que se lleve a buen término la gestacién, evitando el
rechazo de la madre. Sin embargo, al nacimiento todos generamos una respuesta Th1, al
exponernos al ambiente y a los microorganismos, favoreciéndose la maduracion del
sistema inmune. Sin embargo, en los pacientes atépicos la respuesta inmune esta
alterada, predominando el perfil Th2, conduciendo al estado inflamatorio crénico que

caracteriza al asma y al resto de enfermedades alérgicas.

Respuesta inmune innata y asma

El sistema inmune innato es el mas antiguo filogenéticamente hablando, por mucho
tiempo se le ha restado importancia ya que se creia primitivo. Sin embargo, es el primero
en interactuar con los distintos patégenos, a diferencia del adaptativo no requiere de la
exposicion previa a las moléculas para ser activado y responde en cuestion de minutos.
Las células del sistema inmune innato poseen un sistema de deteccién de moléculas
constituyentes no variables de los patégenos llamados “patrones moleculares asociados a
patégenos” (PAMPs) y de ligandos enddgenos productos del dafio celular denominados
“patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs)”, este sistema de deteccion es a través
de receptores llamados “receptores de reconocimiento patron” (PRRs), localizados
principalmente en la superficie celular, iniciando y modulando la respuesta inmune, que de
acuerdo al agresor mejor convenga para destruirlo y reparar el dafio. Adicionalmente, este

sistema es el iniciador y modulador de la respuesta inmune adaptativa [46].

Actualmente se han descrito tres familias de PRRs: los receptores tipo-Toll (TLRs), los
receptores tipo-NOD (NLR) [NOD- dominio de oligomerizaciéon unido a nucleétdos] y los
receptores tipo-RIG (RLR) [RIG- gen del acido retinoico inducible] [40, 47]. Los TLRs
fueron los primeros en describirse y hasta ahora son los mas estudiados, tienen su origen
evolutivo en las plantas [48]. Deben su nombre a la proteina Toll de la mosca Drosophila,

con la que comparten similitudes estructurales, cuya funciéon inmunolégica es defensa en



contra de hongos y bacterias Gram positivas [48, 49]. Mediante estudios en células
humanas se identific6 una proteina con homologia a la descrita en la mosca y se
denominé TLR4, originalmente se demostrd que reconoce al LPS de E. coli y que induce
la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB), el cual induce la expresion de genes
inflamatorios y de moléculas coestimuladoras, necesarias para la presentacion de

antigenos al linfocito T “naive” [50].

A la fecha se han descrito 11 TLRs en humanos, de los cuales 10 son funcionales [51].
Los TLRs al reconocer a sus PAMPs o DAMPs, activan las vias de sefalizacion de
factores de transcripcion, entre ellos: NF-kB, factores reguladores de interferon (IRF) y/o
activador de proteina-1 (AP-1), para finalmente inducir la produccién de citocinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias, quimiocinas, IFNs tipo |, moléculas coestimuladoras vy

otros factores de la respuesta efectora [52].

Los TLRs se expresan principalmente en la superficie de multiples células que pueden
estar implicadas en la patogénesis del asma, incluyendo monocitos, células dendriticas,
natural killer, células T, NK, macrofagos, neutrofilos, mastocitos, eosindfilos, células
epiteliales y del musculo liso de la via aérea, sin embargo a la fecha no se han estudiado
en esta patologia. Se sabe que los TLRs estan involucrados en la fisiopatologia del asma,
principalmente TLR2, TLR4, TLR7 y TLR9, estos receptores representan un vinculo

importante entre la respuesta innata y la adaptativa [17, 37, 53].

El TLR9 reconoce y es activado por nucléotidos de ADN no metilados (presentes en virus,
hongos y bacterias) conocidos como motivos CpG no metilados, se encuentra expresado
en la superficie de las células e intracelularmente en los endosomas. Su activacioén, al
igual que la de los otros TLRs, resulta en la activacion de genes involucrados en
proinflamacion y en la produccion de interferones de tipo 1 e IL-12 principalmente [51],
citocinas que predominan en la respuesta inmune adaptativa de tipo Th1, la cual no

predomina en las patologias alérgicas como el asma [28].

Asma y 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 en la actualidad.
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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 Prevenciéon y Control de Enfermedades, por sus siglas en ingles CDC
(Centers for Disease Control and Prevention), las cuales son especificas para la edad y
sexo. De acuerdo a esta clasificacion, actualmente se considera un indice de masa
corporal (Kg/m?) normal si se encuentra entre la percentil >5 y <85; sobrepeso entre

percentil 85-95 y obesidad con percentil igual o mayor a 95 [54].

La obesidad se encuentra entre las principales patologias de los adolescentes. En
conjunto el sobrepeso y la obesidad en este grupo es de cerca del 30% [55]. Su
prevalencia se ha incrementado a mas del doble en los ultimos 20 afios, sin mostrar
signos de disminucién epidemioldgica y llama la atencion que en la poblacion infantil es
donde se ha presentado el mayor porcentaje de incremento, al igual que las co-
morbilidades y complicaciones [56]. Entre ellas se encuentran los problemas

cardiovasculares, metabdlicos y respiratorios.

En México, la encuesta nacional de salud del afio 2012 determiné que la prevalencia de
obesidad en el grupo de escolares entre 6 y 11 afios de edad fue del 11.8% en las nifias y
17.4% en los nifos; para el grupo de adolescentes (12 a 19 afios) fue del 12.1% en
mujeres y del 14.5% en hombres. Si se toma en cuenta el area metropolitana, la obesidad

y el sobrepeso incrementan las cifras a 28% en hombres y 30.1% en mujeres [57].

La obesidad es un factor de riesgo para el desarrollo de asma, agrava su sintomatologia y
empeora su evolucién. En la ultima década ha crecido la evidencia de esta interrelacion.
Los pacientes asmaticos que presentan sobrepeso, cursan con una evolucion mas grave
de ésta [58, 59]. Existen diversos factores que los asocian, como lo son los factores
mecanicos que genera la obesidad sobre el funcionamiento y empeoramiento de la
mecanica pulmonar. Estudios longitudinales indican que el riesgo relativo de prevalencia

de asma es directamente proporcional al incremento de la obesidad [60, 61].

Cada vez hay mas evidencias de que la obesidad es un estado "proinflamatorio". Los
estudios iniciales demostraron que existe una asociacion entre obesidad y diversos
marcadores inflamatorios, como el factor de necrosis tumoral (TNF-a), las interleucinas,
tales como la IL-6 y la IL-13 ademas de la proteina C reactiva [22, 62]. Se ha demostrado

que la IL-6 y el TNF-a se expresan en los adipocitos y se relacionan directamente con la

11



grasa corporal total [21]. Por otra parte, el TNF-a también esta aumentado en el asma y
esta relacionado con la produccion de IL-4 e IL-5 y de IL-6 e IL-1[3 por el epitelio bronquial
[28, 38, 40]. Por lo expuesto, puede inferirse que la via inflamatoria del TNF-a seria la via

comun tanto para la obesidad como para el asma.

La leptina, una proteina codificada por el gen Lep, es una hormona producida por los
adipocitos, que actia sobre el hipotalamo en el centro de la saciedad y del estimulo del
metabolismo basal. La concentracién circulante de leptina se ha relacionado
positivamente con la grasa corporal [22, 62]. Ademas, se ha demostrado que también
cumple una importante funciéon en la estimulacién de la liberacion de citocinas pro-
inflamatorias como la IL-6 y el TNF-a por el adipocito [63]. La leptina promueve asimismo,
la respuesta inmune de tipo Th1, con una mayor secrecion de proteinas como el interferén
gamma (IFN-y) [64]. También se ha descrito que existe una relacién entre valores
elevados de leptina y de IFN-y ya que la leptina incrementa la expresion y secrecion del
IFN-y de las células periféricas mononucleares. Por otra parte, se ha demostrado que en
estados de hipoleptinemia hay una reduccioén de la inmunidad celular en ratones [65, 66] y
del TNF-a en humanos [67].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El asma es una enfermedad crénica, caracterizada por un estado inflamatorio persistente.
Afecta a millones de personas en el mundo y su incidencia ha aumentado en las ultimas
décadas. A pesar de que no es una enfermedad nueva, hay reportes de sintomas
respiratorios sugestivos antes de nuestra era y el término fue acufiado desde Hipdcrates,
hasta ahora, ha sido dificil entender sus mecanismos fisiopatoldgicos. En la década de
los 80°'s, se explicaba por la afeccién de musculo liso y el broncoespasmo; en los 90°s, se
describieron varias alteraciones en la respuesta inflamatoria y sus diferentes vias. Sin
embargo cada dia se conocen con mas detalle los mecanismos e interacciones del
sistema inmune innato y adaptativo que pudieran estar involucrados en la fisiopatogenia

del asma.

Actualmente los esfuerzos estan dirigidos en encontrar las alteraciones a nivel celular,
sabemos que el asma es resultado de un desbalance entre la respuesta Th1 y Th2,
predominando la segunda, asociado a la produccion aumentada de IL-4, IL-5, IL-13, y por
lo tanto aumento en el cambio de isotipo a IgE; con disminucién en la concentracion de IL-
2 e INF+y.

Se ha demostrado que la ausencia o mal funcionamiento de los receptores tipo-Toll,
principalmente TLR2, TLR4, TLR7 y TLR9, favorecen la expresion del perfil Th2,
predisponiendo la aparicion del asma, también han observado que el estimulo con
distintos ligandos de TLRs, los mas estudiados TLR2, TLR4, TLR7 y TLR9, en modelos
murinos de asma, modifica la respuesta inmune y por lo tanto podria disminuir la
respuesta inflamatoria alérgica. Sin embargo, no se conoce si la expresion TLR9 esta

alterada en los pacientes asmaticos y como esta afectada esa expresion con la obesidad.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢El estado de inflamacion persistente en los escolares asmaticos-obesos, modifica la
expresion del TLR9 de las células mononucleares, la produccion de IL-5 y el perfil
Th1/Th2 de citocinas?
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JUSTIFICACION

El asma es una enfermedad inflamatoria persistente, en donde los receptores tipo-Toll
pueden dirigir la respuesta hacia Th1 o Th2; por lo que es necesario contar con mas
evidencias fundamentadas en estudios en humanos, con modelos de inflamacion, que
cuenten con la rigidez metodolégica adecuada, para conocer cual es el nivel de expresion
del TLR9 y las citocinas Th2, principalmente IL-5, en pacientes con asma y su efecto por

la obesidad.
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OBJETIVO GENERAL

Describir si la inflamacion persistente modifica la expresion del TLR9, de las células
mononucleares y conocer su asociacion con la produccién de IL-5 y el perfil Th1/Th2 de

citocinas, en un grupo de escolares asmaticos-obesos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificar la expresion del TLR 9 en escolares de 6 a 13 afos, obesos-asmaticos,
obesos sin asma, asmaticos no obesos y sanos.

2. Determinar la asociacion de la expresion del TLR9 con los niveles séricos de IL-5
en el asma y en la obesidad, asi como en la coexistencia de estas enfermedades.

3. Determinar la asociaciéon de la expresion del TLR9 con la respuesta de citocinas
inflamatorias en el asma.

4. Determinar la asociacion de la expresion del TLR9 con la respuesta de citocinas
inflamatorias en la obesidad.

5. Determinar si la expresion del TLR9 en células mononucleares se presenta de
manera diferente en la respuesta inflamatoria por asma y por obesidad.

6. Demostrar si existen cambios en el perfil de citocinas Th1 o Th2 en el asmay en la

obesidad y si se asocian con alteraciones en la expresion del TLR9.

HIPOTESIS

Las células mononucleares de los asmaticos-obesos tendran incrementada la expresion
del TLR9, dirigiendo la respuesta del linfocito T hacia Th1.. La cantidad de IL-5
encontrada en el grupo de obesos-asmaticos sera menor comparada con el grupo de

asmaticos no obesos.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio.

Se trata de un estudio transversal, analitico, descriptivo, 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 Gomez.

Criterios de inclusidon Pacientes:

Escolares de 6 a 13 anos de edad.

Ambos géneros.

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

Asma alérgica intermitente o leve persistente.

Pruebas cutaneas positivas para uno o mas aeroalergenos.

Que tenga obesidad.

Que tengan diferente patologia a las mencionadas.

Que desee participar en el estudio y firme en el asentimiento.

Que los padres estén de acuerdo y firmen el consentimiento informado.

Criterios de inclusion Controles

Controles sanos:

Escolares de 6 a 13 anos de edad.

Ambos géneros.

Sin patologia respiratoria.

Sin enfermedades concomitantes.

Que no cursen con ningun cuadro infeccioso durante la toma de la muestra del
estudio y por lo menos siete dias previos.

Que tenga un peso adecuado para su edad.

Controles con asma sin obesidad:

Escolares de 6 a 13 arios de edad.

Ambos géneros.

16



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

Asma alérgica intermitente o leve persistente.

Sin enfermedades concomitantes.

Que no cursen con ningun cuadro infeccioso durante la toma de la muestra del
estudio y por lo menos siete dias previos.

Que tenga un peso adecuado para su edad.

Controles obesos sin asma:

Escolares de 6 a 13 anos de edad.

Ambos géneros.

Sin patologia respiratoria.

Sin enfermedades concomitantes.

Que no cursen con ningun cuadro infeccioso durante la toma de la muestra del
estudio y por lo menos siete dias previos.

Que tenga obesidad.

Criterios de no inclusion:

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

Que curse con un proceso infeccioso en los ultimos siete dias previos a su
ingreso.

Que hayan utilizando esteroides sistémicos o tépicos en las ultimas 8 semanas.
Que no acepte participar en el estudio.

Los padres no desean firmar el consentimiento informado.

Obesidad moérbida.

Asma moderada descontrolada o grave persistente.

Criterios de exclusion:

Retiro del consentimiento.
Que no desee participar en el estudio.
Que no acuda a su cita.

Embarazo.
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DEFINICION DE VARIABLES

Variables independientes

Obesidad.

Definicion, es el exceso de grasa corporal.
Tipo de variable escalar.

Escala de medicion indice de masa corporal.
Unidad de medida, unidad expresada en kg/m?.

Cuando el IMC es mayor o igual a la percentil 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 (pesof/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 g. 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 tamano de los segmentos. La medicion se realiza con un estadimetro
“Holtain Limited Crymych”, Dyfec (Gran Bretafa), 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 el 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.
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.
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Tipo de variable cualitativa.
Escala de medicion intermitente, leve, moderada y grave.
Unidad de medida intermitente o persistente.

El diagndstico y clasificacion de asma se hace en base a las guias internacionales GINA

(iniciativa global para asma).

Variables dependientes

Toll-like receptor

Definicion. Receptor de membrana celular que reconoce los patrones moleculares
asociados a patogenos. Es uno de los responsables del inicio de la respuesta inmune

innata, caracterizada por el incremento de los niveles séricos de TNF-a e IL-1.
Tipo de variable escalar.
Escala de medicion numérica,

Se obtiene una muestra sanguinea de 8 ml y se coloca en un tubo con &cido
etilendiaminotetraacetico (EDTA), como anticoagulante. Posteriormente se separan las
células mononucleares por gradiente con Ficoll-Hypaque. Se preparan laminillas con 2
spots c/u con 10,000 células, se deja secar a temperatura ambiente (evitar que se seque
por completo). Se fijan las células con formaldehido al 4 % durante 20 min a 4°C,
sumergiendo las laminillas completamente. Se lava con PBS 1X durante 5 min en
agitacion, deja secar y conserva en lugar fresco hasta la realizacion de la tincion. Se
preparar el Bafio Maria a 92°C. Se coloca en un vaso de coupling citrato de sodio 0.01M,
pH 6 y se pone en el bafio Maria a que alcance los 92°C, se colocan las laminillas y se
dejan por 20 minutos a 92°C. Se Hacen 3 lavados con PBS de 5 min ¢c/u a 130 RPM. Se
preparar metanol/agua oxigenada (27 ml/3 ml) y se agrega al vaso de coupling por 15 min
a 130 RPM (2 veces). Se lava con agua destilada por 5 min a 135 RPM. Después se lava
con PBS por 5 min a 135 RPM. Se sacan las laminillas, se secan y se delimita el area de
las células con marcador hidrofdbico. Se bloquea con suero de cerdo al 2% durante 2
horas en camara humeda y en agitacion. Se coloca 30 uL del primer anticuerpo a la
concentracién requerida e incubar durante toda la noche en camara humeda y en

agitacion. Se realizan 5 lavados con PBS c/u de 8 min a 135 rpm. Se coloca una gota del
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segundo anticuerpo-Biotinylated link universal y se incuba durante 30 min en camara
humeda y en agitacion. Se realizar 3 lavados con PBS c/u de 5 min a 135 rpm.
Posteriormente se coloca una gota de estreptavidin peroxidase-HRP (por 30 min en
camara humeda y en agitacion) y se realizan 3 lavados con PBS de 5 min a 135 rpm. Se
revela con diaminobencidina (DAB) y finalmente se lee la intensidad de color en un

microscopio optico.
Interleucinas

Definicion. Son proteinas solubles de bajo peso molecular mediadoras de diversas
funciones biolégicas entre las que se encuentran: proliferacion celular, inflamacion,
diferenciacion y reparacion celular. Producidas por diversas estirpes celulares, son el
principal medio de comunicacién intracelular, definen la magnitud y naturaleza de la

respuesta inmune.

Tipo de variable, escalar.

Escala de medicién, unidades.

Unidad de medicion, picogramos/mililitro.

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

las instrucciones proporcionadas por el fabricante (Pharmingen).

El método consiste en lo siguiente, 100 ul del plasma del paciente se colocan en los
pozos de la placa de ELISA, recubiertos previamente con el anticuerpo de la interleucina a
buscar. Después de incubar los sueros por 3 horas, se lavan los pocillos 4 veces y se

adicionan los anticuerpos especificos y un conjugado de peroxidasa.

Después de otra incubacién y lavados, se adiciond el sustrato de la enzima que sera

transformado en un producto colorido, medible por espectrofotometria.

En el estudio se correran las siguientes interleucinas para todos los pacientes: IL-13, TNF-
o, IFN-y, IL-4, IL-5.
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IgE especifica para aeroalérgenos

Definicion. Anticuerpo especifico contra aeroalérgenos ambientales, que son

desencadenantes del asma alérgica.
Tipo de variable escalar.

Escala de medicion, positivo o negativo.
Unidad de medida. Milimetros.
Procedimiento

1.- Se coloca al paciente en posicion comoda, procurando que la superficie de la espalda,
descubierta, quede en forma recta y con una buena fuente de luz natural. Se realiza

asepsia de la regidn dorsal con torundas de algodén impregnadas con alcohol.

2.- Se marca por medio de puntos en la region dorsal utilizando un arcador de punta fina
para indicar la zona en donde sera aplicado cada uno de los alérgenos de pruebas,
diferenciandolos de los controles negativo y positivo, procurando hacerlo de forma
ordenada de izquierda a derecha y de arriba hacia abajo. Hay que evitar las zonas

extremas de la espalda, es decir, la zona del cuello y lumbosacra.

3.- Se aplica una gota de cada alérgeno estandarizado en solucién glicerinada con ayuda
de un capilar por encima de cada punto, en forma ordenada y al final en la marca del
control negativo, glicerina al 50% y en el positivo fosfato de histamina [0.1mg/ml] en

solucion glicerinada.

4.- Se realiza una lesion cutanea por escarificacion, con una lanceta de punto mediano,
sobre cada uno de los alérgenos dispuestos. Disponiendo una lanceta para los controles y
una para los reactivos, limpiando con una torunda con alcohol y una seca, entre cada de

estos.

5.- Se toma un tiempo de lectura de 25 minutos, durante este tiempo el paciente
permanecera dentro del laboratorio, en compafia de su familiar. No debe tocarse o

rascarse la espalda. Para evitar alterar los resultados.

6-. Una vez transcurrido el tiempo indicado se limpia la zona con una gasa, de manera

sutil y evitando frotar la piel. Posteriormente se leen los resultados, con un vernier. Se
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obtiene el valor promedio en milimetros, sumando el diametro mayor con el menor y
dividiéndolo entre dos. Se considera positivo cuando las papulas son 3mm mayores al
control. Cuando el tamafo de la papula es del doble de la histamina se considera un

resultado muy reactivo.

El reporte se anota en la libreta de resultados del laboratorio.

PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Se estimaran medidas descriptivas para identificar a la poblaciéon 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.

Los datos se analizaran 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, s6lo la molestia de la venopuncion; se
solicitara autorizacion por escrito tanto del padre como del paciente. Se anexan las cartas

de consentimiento y asentimiento informado.
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RESULTADOS
Caracteristicas de los sujetos estudiados

Se incluyeron 25 pacientes de cada grupo de estudio. De los 27 pacientes obesos sin
asma (O) que se habian reclutado originalmente, 2 no accedieron a la toma de sangre por
lo que fueron excluidos, también ocurrié con 3 de los 28 voluntarios sanos, por lo que
tampoco fueron incluidos. Todos los pacientes asmaticos que fueron incluidos en el
estudio, tanto los obesos como los eutréficos, mostraban un fenotipo de asma leve y
ninguno presentaba exacerbacion o sintomas agudos al momento de ser incluidos en el

estudio, ni al momento de la toma de la muestra de sangre.

En el grupo de obesos-asmaticos el promedio de indice de masa corporal (IMC) fue de
23.9 kg/m? (IC95%: 22.9-24.9), con un promedio de percentil del IMC de 96.6% (IC95%:
96.2-97.1) con diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) en comparacién con el
grupo de los asmaticos-eutréficos y los voluntarios sanos, sin ser asi para el grupo de los

obesos sin asma; lo que habla de la validez de los grupos del estudio.

Con respecto a los signos vitales, se encontr6 una diferencia estadisticamente
significativa (P<0.05) tanto en la presién sistélica como en la diastélica, de 6 mm Hg y 4.8
mm Hg, respectivamente entre los obesos-asmaticos y los voluntarios sanos. Asi como
una diferencia de 8.7 mm Hg en la presién sistdlica de los obesos sin asma en
comparacion con los voluntarios sanos (P<0.05). El promedio de la frecuencia cardiaca en
los obesos-asmaticos fue de 82.5 latidos por minuto contra 74.5 latidos por minuto en los

voluntarios sanos (P<0.05) (Grafica 1).
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Grafical. Comparacion de los valores medios e IC95 de antropometria y Sig. Vit. en
cuatro grupos de adolescentes
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En lo que al perfil metabdlico respecta se observaron niveles significativamente mayores
de triglicéridos en el grupo de obesos-asmaticos con un promedio de 140.0 mg/dL
(IC95%: 106.1 - 173.9) contra 72.1 mm/dL y 84.5 mg/dL como promedio en el grupo de
asmaticos-eutréficos y de voluntarios sanos respectivamente (P<0.05), también se
encontré una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05) entre el grupo de obesos
sin asma y el de los asmaticos eutréficos con un valor promedio de triglicéridos de 125.6
mg/dl (1IC95%: 87.9-163.3) y 72.1 mg/dl (IC95%: 62.0-88.2) respectivamente. El nivel de
HDL fue menor en el grupo de obesos-asmaticos, con un promedio de 47.5 mg/dL
(IC95%: 42.1-52.8), con una diferencia de +14.9 mg/dL comparado con los asmaticos-

eutroficos y de +9.6 mg/dL en comparacion con los sanos. (Grafica 2).
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Grafica2. Comparacion de los valores medios e 1C95 del perfil
metabolico en cuatro grupos de adolescentes
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En la tabla 1 que aparece a continuacion se muestran los promedios y los intervalos de

confianza del 95% de los valores antropométricos y metabdlicos del estudio.

Tabla 1. Valores Antropométricos y metabdélicos de los grupos de estudio

Obesos-asmaticos (OA) Asmaticos (A) Sanos (S) Obesos (0)
Variable Prom. IC 95% Prom. 1C 95% Prom. IC 95% Prom. IC 95%
Edad (afios) 8.2 7.5-8.9 9.2 8.5-9.9 10.1 9.4-10.8 100  9.4-10.7
Peso(kg) 422  38.0-46.3 329  29.8-36.0 36.4 322406 573 515632 * t
Talla(cm) 1323 127.7-136.8 1356 131.6-139.7 1413  135.7-146.8 1459 141.5-150.3
IME 23.9  23.0-24.9 176 16.7-18.4 17.9 17.1-18.6 265 25.0-28.0 * +
(kg/m2) ’
pIMC 96.6  96.2-97.1 58.5  47.8-69.3 56.8 46.6-66.9 963 955-97.2 * 1
TA Sistolica
(m'mHg') 105.6 102.6-108.6  103.9 101.3-106.5  99.6 96.7-102.5 108.3 104.8-111.8 + %
TA Diast.
'as 702 67.7-726 67.7  654-70.1 65.3 62.6-68.0 681 655-707 %
(mmHg)
FC(bpm) 825  79.0-86.0 77.9  73.8-82.1 74.5 70.5-78.5  80.6 759-852 %
Glucosa o5 954900 88.5  85.3-91.7 87.0 83.5-90.6  88.2 83.0-93.4
(mg/dl)
TG 140.0 106.1-173.9 721  62.0-82.2 84.5 68.5-100.5 125.6 87.9-163.3 * +
(mg/dl) ,
HDL 475  42.1-52.8 62.4  57.2-67.6 57.1 53.7-60.5  49.8 44.4-552 * %
(mg/dl) ’
LDL 745  63.2-85.7 741 67.2-80.9 81.1 71.4-90.9  79.7  70.4-89.1
(mg/dl)
Insulina
ui 11.4 7.8-15.1 5.6 3.9-7.4 6.4 4.8-8.0 126  9.8-154 * +,%
(mg/dl) ’

* P<0.05 post HOCK OA vs A

T P<0.05 post HOCK Avs O

¥ P<0.05 post HOCK HV vs O

Produccién de citocinas

Las cantidades detectadas de IL-2 e IFN-y fueron menores en el grupo de obesos-
asmaticos en comparacion con los otros tres grupos, el valor sérico promedio de la IL-2 en
+14.9],
estadisticamente significativa (p<0.05) en comparacion con los sanos (172.4;ES+15.9),
(161.6;ES+15.3) y (50.5;ES+11.4).

encontramos diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre el grupo de

este grupo fue de 42.18 J[error estandar (ES) encontrando diferencia

los obesos los asmaticos-eutroficos También

asmaticos-eutroéficos y los obesos sin asma y los sanos (Figura 1A).
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IL-2pgfml

De los 4 grupos estudiados, fue en el de los obesos-asmaticos en el que se detectaron
niveles séricos menores de INF-y, con un promedio de 4.24 (ES%1.3), seguido por el
grupo de asmaticos con un promedio de 12.97 (ESt7.4), ambos con diferencia
estadisticamente significativa en comparacion con el grupo de sanos, con un promedio de
niveles séricos de 25.74 (ES+7.8); no encontrando diferencia significativa entre obesos-

asmaticos y asmaticos-eutréficos (Figura 1B).
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El promedio de la cantidad de IL-4 que se encontré en el suero de los pacientes obesos-
asmaticos fue casi igual al promedio de los pacientes asmaticos-eutréficos, con un valor
de 112.4 (ESx30.3) y 107.7 (ES+23.4) respectivamente. Los niveles de IL-4 en estos dos
grupos fueron ligeramente mayores a comparacion de los otros dos grupos, obesos sin
asma y sanos, pero sin diferencia significativa (p=0.23) (Figura 1C). En cuanto a la IL-10,
los niveles séricos detectados en todos los grupos en general fueron bajos, se encontro
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre los asmaticos-eutréficos, con un
promedio de 14.9 (ES+11.7) y el grupo de los voluntarios sanos en el que el promedio fue
de 0.32 (ES% 0.3) (Figura 1D).
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No se detectaron niveles de TNF-a, ni de IL-1p en el grupo de obesos-asmaticos ni en el
grupo de asmaticos-eutréficos. Solamente se encontraron pequefas concentraciones de
TNF-a e IL-1p en el grupo de los sanos. Estudios previos han reportado que el TNF-a es
muy inestable, ademas de que pude estar unido a su receptor soluble y por lo tanto no ser

detectado por el método de ELISA.
Expresion de TLR9

Evaluamos los niveles de expresion de TLR9 tomando en cuenta el porcentaje de células
positivas para cada grupo y el nivel de expresion catalogandolo en bajo (1), moderado (2)

y alto (3); se analizaron 100 células de cada muestra de cada paciente de los 4 grupos.

Encontramos un incremento en la expresion de la proteina del TLR9 en el grupo de
obesos-asmaticos (a) en comparaciéon con los otros grupos, sanos (b), asmaticos-
eutroficos (c) y obesos (d) (Figura 2). La expresién del TLR9 fue predominantemente

intracelular.

Encontramos que las células mononucleares de los sanos mostraron una alta expresion
de TLR9 en el 21% de las células, mientras que se detecto expresion moderada en el
16%, baja en el 40% y no fue detectada la expresion (nula) en el 23% de las células. En
el grupo de los obesos se encontr6 una alta expresion en el 35% de las células,
observando una expresién moderada en el 39%, baja en el 19% y nula solamente en el
7% de las células de este grupo. Para el grupo de los asmaticos-eutroficos la expresién

del TLR9 fue alta en el 47% de las células siendo moderada en el 24%, baja en el 20% y
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nula en el 9% de las células. En el grupo de los obesos-asmaticos se observd la mayor
expresion de TLR9 en comparacién con los otros 3 grupos del estudio, se encontré una
alta expresioén en el 59% de las células, una expresién moderada en el 31%, baja en el

9% y solamente 1% de las células no expresaron el receptor (Figura 2).

Se encontré que la mediana de la expresion del TLR9 en las células mononucleares de
los pacientes obesos-asmaticos fue significativamente mayor que en el grupo de los
sanos y mayor que cualquier otro grupo. Con el analisis de Kruskal-Wallis de la varianza,
también resulté que el grupo de obesos-asmaticos expreso mayores niveles de TLR9 en
comparacion con los sanos. El grupo de asmaticos-eutroficos y el de los obesos sin asma
también presentaron mayor expresion de TLR9 en comparacion con los sanos con una
diferencia estadisticamente significativa (p <0.001). También analizamos la diferencia en
la expresion de TLR9 entre los grupos usando la prueba post hoc de Dunn, encontrando
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de obesos-asmaticos y

asmaticos-eutroéficos (p <0.05).

Figura 2. Expresionde TLR 9
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DISCUSION

El crecimiento del tejido adiposo normal y el incremento de su funcién en los sujetos
obesos conduce a un estado proinflamatorio sistémico, regulando hacia la alza de
numerosas citocinas, sus fracciones solubles y sus receptores. Se sabe que el tejido
adiposo es capaz de sintetizar varios mediadores como: IL-6, IL-10, eotaxina, factor de
necrosis tumoral-alpha (TNF-a), factor de crecimiento transformante-betal (TGF-p1),

proteina C-reactiva (PCR), leptina y adiponectina, conocidas como adipocinas [68, 69].

Encontramos que los niveles de IL-2 (citocina Th1) fueron menores en los pacientes
obesos-asmaticos en comparacion al resto de los grupos, asi como en el grupo de los
asmaticos-eutréficos también presentd menores cantidades en comparacion de los
obesos y los sanos. Esto confirma lo ya descrito en el asma, condicién en la que existe
una respuesta inmune Th1 disminuida, lo que inclina la balanza de la respuesta hacia
Th2. Se sabe que la IL-2 aumenta la proliferacion de las células T y la expresién de
FoxP3, lo que también llevaria al aumento de las células T reguladoras [70]. Estudios
anteriores sugieren que la presencia de inflamacion crénica, como ocurre en el asma y en
la obesidad, disminuye el nimero y la funcion de las células T reguladoras. En un estudio
de Luczynski y colaboradores reportan en 25 nifios con sindrome metabdlico, disminucion
en el numero de células T reguladoras en comparacién con los controles, diferencia que
no se observd cuando las células fueron estimuladas con IL-2 [70, 71]. Siendo esto uno
de los factores que contribuyen a la inflamacion crénica persistente de bajo grado y a la

falta de regulacién que afecta a los pacientes obesos-asmaticos.

El INF-y es una de las citocinas mas representativas de la respuesta immune de tipo Th1,
se ha asociado con los estados de inflamacion crénica que prevalecen en la obesidad y el
sindrome metabdlico y se piensa que esta involucrado en la via de la leptina, ya que en
estos pacientes estos mediadores incrementan a la par [72]. Nosotros observamos que
los pacientes obesos-asmaticos y los asmaticos-eutroficos presentaron menores niveles
de IFN-y comparado con los sanos y los obesos sin asma, lo cual era esperado ya que se
sabe que el fenotipo en el asma es predominantemente Th2. Otras citocinas que
caracterizan a un perfil proinflamatorio son el TNF-a y la IL-1$, se ha documentado que el
TNF-o esta presente en el tejido adiposo y que sus niveles se relacionan con la cantidad
de grasa corporal. Altas concentraciones de TNF-a en el asma se relacionan con la

aumentada produccion de citocinas Th2 (IL-4 e IL-6) en el epitelio bronquial y por lo tanto
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en el incremento de los niveles plasmaticos [68, 69]. Sin embargo, no detectamos niveles
elevados de TNF-a o de IL-1p3, creemos que esto se debié a la gran inestabilidad de estas

citocinas.

Se encontré una tendencia a mayores niveles de IL-4 en los obesos-asmaticos y en los
asmaticos-eutroéficos, en comparacion con los obesos y los sanos como podria esperarse
por efecto del asma. La IL-10, una de las principales citocinas anti-inflamatoria tiene un rol
fundamental en la regulacion de la respuesta inmune [73]. En los pacientes que
estudiamos, los asmaticos-eutréficos mostraron una mayor produccién de IL-10 en
comparacion con los sanos. Con respecto a los pacientes obesos-asmaticos, otros
autores han estudiado la participacion de la IL-10 en estos pacientes y no han encontrado
correlacion entre los niveles de esta interleucina y el grado de obesidad o inflamacion, el
papel de la IL-10 es complejo y aun no ha sido completamente elucidado, hablando en

particular de estas patologias [73, 74].

La produccion de citocinas se da como consecuencia de la activacion de los receptores
del sistema immune innato, es por esto que también estudiamos la expresion del TLRO.
La deteccion por inmunohistoquimica del TLR9 demostré un patron de predominio
nuclear, la intensidad y el porcentaje de expresion fue mayor en el grupo de los obesos-
asmaticos. Se sabe que la activacion del TLR9 induce predominantemente una respuesta
de tipo Th1 en el epitelio broquial, sin embargo no de forma exclusiva [75]. No sabemos si
su funcion o el estimulo que lo desencadena es el mismo en la sangre periférica o si
depende del ambiente en el que se encuetra para estimular o inclinar la respuesta inmune
hacia uno u otro lado de la balanza Th1/Th2. Es intertesante observar que en el grupo de
obesos-asmaticos, seguido por el de asmaticos-eutroficos, haya mayor expresion de
TLR9, grupos en los que predomina una respuesta de tipo Th2. La estimulacion del TLR9
promueve la activacion de las células natural killer (NK), induce la maduracion de las
células presentadoras de antigenos, favoreciendo una respuesta Th1 y estimulando la
proliferacion antigeno independiente de las células B [76]. Un estudio multicéntrico
reciente reportd relacion entre la mutacion del gen del TLR9 con la presencia de
sibilancias [75], lo que indica su importante participacion. Por otro lado, se sabe que la
estimulacion del TLR9 pudiera reducir la inflamacion alérgica dependiente de Th2,
mediante la induccion de una respuesta Th1 [77] y comienza a haber evidencia de que la
estimulacion del TLR9 con ligandos sintéticos o semisintéticos, pudiera ser una opcion de

tratamiento para estados de inflamacién crénica de tipo alérgica [78] y posiblemente esto
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pudiera aplicarse a la inflamacién subclinica producida por obesisdad, particularmente de

utilidad para este creciente grupo de obesos-asmaticos.

El sistema inmune se rige por una gran cantidad de complejas y continuas interacciones
(estimulos excitatorios e inhibitorios), mas aun teniendo en cuenta que sus citocinas y

receptores tienen como cualidad ser pleiotrépicos y redundantes.

Es importante mencionar que al contrario de la mayoria de los reportes existentes en la
literatura, la poblacion que estudiamos de obesos-asmaticos no presentan un fenotipo
mas grave o mas sintomatico a comparacion de los asmaticos-eutréficos, aunque si es
mas frecuente la presencia de asma en este grupo poblacional en incremento, que son los
adolecentes obesos. Esto debe de ser considerado al tratar de extrapolar nuestros datos

hacia otras poblaciones o paises.
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CONCLUSIONES

En conclusién, encontramos que en los pacientes obesos-asmaticos hay un perfil de
citocinas de tipo Th2, sin embargo no presentan mayores sinotmas o mayor gravedad,
esto significa que la respuesta inflamatoria persistente de bajo grado generada por la
obesidad pudiera contrarrestar en alguna medida la respuesta Th2, explicando la
ausencia de mayores sintomas o de gravead. Esto también explicaria la disminucion de la
capacidad de respuesta ante las infecciones de estos pacientes. La respuesta Th2 se
corelacionan con la mayor expresion de TLR9 que al estar en mayor cantidad en los
pacientes obesos-asmaticos y asmaticos eutréficos, lo convierten en un excelente blanco
terapéutico para el control de estas enfermedades, ya que como se comentd
anteriormente, hay estudios que reportan mejoria de los estados inflamatorios alergicos
con ligandos de TLR9. Para nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que investiga
la expresion de TLR9 y la respuesta Th1 y Th2 en pacientes obesos-asmaticos. Este
estudio debe ser el inicio de investigaciones futuras enfocadas a analizar la expresion y
activacion de los TLRs en pacientes asmaticos-obesos y no obesos, tratando de abarcar
otros parametros que se sabe son relevantes, como la IL-5, que se pretendia medir en
este estudio pero que por falta de reactivo no fue posible, y otras adipocinas en diferentes

fases de la enfermedad y con pacientes con y sin tratamiento.
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CRONOGRAMA

Inclusion de pacientes al estudio: se invitd a participar a los familiares y pacientes de la
clinica de alergia y de obesidad. Se les planted a los pacientes y a los padres de cada uno
de ellos la posibilidad de participar en el estudio. A los que aceptaron, se les otorgo el
formato de consentimiento y asentimiento informado en caso de ser mayores de 10 anos

los pacientes, el cual fue firmado por los padres o por ambos.

Como primer paso se elabord la historia clinica completa, la cual incluyé antecedentes
familiares de asma, atopia y obesidad entre otros, seguido de exploracién fisica completa,
que incluyd la toma de medidas antropométricas, (peso, talla, circunferencia de cintura,

pliegue tricipital), signos vitales y exploraciéon armada.

El siguiente paso fue la toma de una muestra de sangre para determinar la expresion de
TLR9 y cuantificar la concentracion de IL-1p, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y. El trabajo
experimental se realizé en colaboracion con la Unidad en Investigacion en Enfermedades
Oncologicas. También se utilizé el suero de los pacientes para realizar las siguientes
determinaciones: glucosa, colesterol, colesterol-LDL, colesterol-HDL, triglicéridos e
insulina, con la colaboracién del Laboratorio Central del Hospital. Todos los pacientes se
encontraban en ayunas de por lo menos 12 h previas a la toma de muestra. Si el paciente

no se encontraba en ayuno, se cité para otro dia subsiguiente para la toma de muestra.

Todos los pacientes con diagndstico de asma contaban con pruebas cutaneas y se les
realizaron pruebas cutaneas para aeroalérgenos, que incluyeron: acaro, pastos, arboles y

malezas.

Los controles fueron invitados de la consulta externa de pediatria o de familiares/amigos
de los pacientes incluidos en el protocolo con asma u obesidad, se les realizé el mismo

procedimiento y estudios con excepcion de las pruebas cutaneas.

Posteriormente cuando se tuvieron todas las muestras (sangre y células) se procedi6 a la
determinacion de las distintas variables que se propusieron medir en el estudio, con
excepcioén de la IL-5 (no se consiguio el reactivo), para después integrar las bases de
datos con estos resultados y poder realizar el analisis estadistico completo y obtener los

resultados. Por ultimo se realizaron las tablas y se elabor¢ el reporte final.
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LIMITANTES DEL ESTUDIO

Por problemas con la obtencién del kit para cuantificacion de IL-5, no fue posible
determinar esta interleucina, a pesar de que era uno de los objetivos del presente estudio,
sin embargo se cuenta con muestra de cada uno de los pacientes analizados para su

determinacion en un futuro cercano.

En la mayoria de los estudios los pacientes se encuentran en distintas fases de la
enfermedad: con y sin tratamiento, de reciente diagndstico, con y sin exacerbacion. En
nuestro estudio tanto el grupo de obesos-asmaticos, como el grupo de asmatico-
eutroficos, resulto bastantehomogenéo, ya que los pacientes se encontraban sin sintomas
agudos y todos presentaban un fenotipo leve (bien controlados). Esto, por una parte,
permite eliminar algunos sesgos al momento del analisis de las variables, sin embargo

solo da una imagen estacionaria o limitada de la compleja y diversa enfermedad.
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ANEXOS

FORMATO DE ASENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del Estudio: Participacion del TLR9 y de la IL-5 en el proceso
inflamatorio de pacientes asmaticos-obesos

Médico del Estudio: Dra. Blanca del Rio, Dra. Carmen Maldonado

Se te invita a participar en un estudio de investigacion. El presente formato de consentimiento
tiene informacion que te ayudara a decidir si deseas participar en el mismo. Témese el tiempo
que necesite, lea cuidadosamente este formato y haga las preguntas que tenga al médico o
personal del estudio.

Acerca de Este Estudio
El propdésito de este estudio es:

* Determinar si enfermedades como el asma y la obesidad, dos enfermedades que afectan a
millones de Mexicanos, nifos y adultos, afectan el equilibrio del sistema inmunolégico del
paciente, con lo que estaria favoreciendo el incremento de los casos de las mismas.

* Sise logra demostrar estas alteraciones, se pueden idear nuevas formas de tratamiento
para disminuir la prevalencia de el asma o |la obesidad.

¢Qué se me pedira hacer?
Si decide participar en el estudio, deberd hacer lo siguiente:
¢ Acudir en un par de ocasiones al servicio de alergia e inmunologia de Hospital Infantil de

México Federico Gémez, para practicar un examen médico completo y elaborar un expediente

clinico, y la toma de 10 ml de sangre, para determinar la concentracién de glucosa, colesterol,

colesterol-LDL, colesterol-HDL y triglicéridos e insulina, la expresién del receptor tipo Toll-9 y

titular la concentracién de IL-1pB, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y. Marcadores de la enfermedad

para determinar su asociacion.
El estudio esta disefiado solo para realizar el procedimiento una sola vez en cada caso, por lo que
solo se repetird el procedimiento cuando existan resultados anormales, confusos o a juicio del
médico, deban de ser repetidos.
¢Qué efectos podrian ocasionar estas pruebas en mi?
El riesgo de que se produzca algin efecto secundario es minimo, probablemente sienta dolor o
ardor durante la toma de sangre, se han reportado casos de hipotension generado por el estrés
gue este procedimiento implica.
éSe utilizara algun tipo de medicamento?
Se aclara que no estamos utilizando ningiin medicamento.
¢Qué beneficio se podria esperar por participar en el estudio?
El beneficio inmediato es la deteccidon oportuna de las alteraciones del metabolismo, indicando un
tratamiento oportuno y limitando posibles dafios.
Un beneficio potencial para toda la poblacién de nifilos Mexicanos es determinar o no la
asociacién que puede existir entre las alteraciones del sistema inmune y las enfermedades
descritas. Lo que nos dara una linea nueva de tratamiento, que con mas estudios pudiera ser de
las soluciones al problema.
¢Cuales son mis opciones si decido no participar en el estudio?
No estd comprometido a participar en el estudio, si en su momento no lo desea, no existe ninguna
accién en su contra, la atencién que recibe de manera regular en el hospital seguira siendo la
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misma, sin distincidén alguna. El médico que lo atiende esta obligado a indicar el tratamiento mas

apropiado.

é¢De qué manera se protegera mi privacidad?

Si usted decide participar en este estudio, el médico y el equipo de investigacidon del estudio

utilizardn la informacién de la salud de su hijo(a) para realizar el presente estudio. Esta

informacidon puede incluir el nombre, direccién, numero de teléfono, historia médica e

informacidn recopilada en sus visitas del estudio. Esta informacién sobre la salud puede ser

obtenida de su médico de cabecera u otros profesionales de la salud.

Usted puede retirar su permiso para usar y compartir la informacién sobre su salud en cualquier

momento, solicitdndolo por escrito al médico del estudio. En caso que usted procediera de esta

manera, no podrd permanecer en este estudio.

¢Hay algun costo involucrado con el estudio? o ¢{Se me pagara?

Usted no recibira pago alguno por participar en este estudio, tampoco se le cobrard. Los gastos de

los procedimientos, examenes de laboratorio y gabinete descritos en el protocolo, asi como los

costos de las consultas médicas a las que tenga que acudir, seran proporcionadas por el hospital.

¢A quién debo llamar si tengo preguntas acerca de algo relacionado al estudio?

* El estudio: Rodolfo Muriel Vizcaino al 52289917 ext. 1120

* Problemas con el estudio: Dra. Blanca estela Del Rio Navarro al 5228-9917 ext. 1121

Al firmar a continuacién, acepto que:

* He leido este formato de consentimiento y quiero participar

* He tenido la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas.

* Entiendo que la participacién en este estudio es voluntaria.

* Puedo elegir no participar en el estudio o que lo abandone en cualquier momento,
comunicandoselo al médico del estudio.

Firma y Nombre de mi hijo. Fecha

Firma y Nombre de la Madre Fecha
Firma y Nombre del Padre Fecha
Firma y Nombre del Médico Fecha

Testigo Nombre y firma

Direccidn:

Relacion que tiene con el paciente:

Testigo Nombre y firma

Direccidn:

Relacion que tiene con el paciente:
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FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del Estudio: Participacion del TLR9 y de la IL-5 en el proceso
inflamatorio de pacientes asmaticos-obesos

Médico del Estudio: Dra. Blanca del Rio, Dra. Carmen Maldonado

Se invita a su hijo(a) a participar en un estudio de investigacion. El presente formato de
consentimiento tiene informacidn que le ayudara a decidir si desea que su hijo(a) participe en el
mismo. Tdmese el tiempo que necesite, lea cuidadosamente este formato y haga las preguntas
que tenga al médico o personal del estudio.

Acerca de Este Estudio

El propdsito de este estudio es:

* Determinar si enfermedades como el asma y la obesidad, dos enfermedades que afectan a
millones de Mexicanos, nifos y adultos, afectan el equilibrio del sistema inmunolégico del
paciente, con lo que estaria favoreciendo el incremento de los casos de las mismas.

* Sise logra demostrar estas alteraciones, se pueden idear nuevas formas de tratamiento
para disminuir la prevalencia del asma o la obesidad.

é¢Qué se le pedira a mi hijo(a) que haga?

Si su hijo(a) participa en el estudio, debera hacer lo siguiente:

* Que acuda en un par de ocasiones al servicio de alergia e inmunologia de Hospital Infantil de
México Federico Gémez, para practicar un examen médico completo y elaborar un expediente
clinico, y la toma de 10 ml de sangre, para determinar la concentracién de glucosa, colesterol,
colesterol-LDL, colesterol-HDL y triglicéridos e insulina, la expresién del receptor tipo Toll-9 y
titular la concentracién de IL-1pB, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-a e IFN-y. Marcadores de la enfermedad
para determinar su asociacion.

El estudio esta disefiado solo para realizar el procedimiento una sola vez en cada caso, por lo que

solo se repetird el procedimiento cuando existan resultados anormales, confusos o a juicio del

médico, deban de ser repetidos.

é¢Qué efectos podrian ocasionar estas pruebas en mi hijo(a)?

El riesgo de que se produzca algun efecto secundario es minimo, probablemente su hijo(a) sienta

dolor o ardor durante la toma de sangre, se han reportado casos de hipotensién generado por el

estrés que este procedimiento implica.

¢éSe utilizara algun tipo de medicamento?

Se aclara que no estamos utilizando ningn medicamento en su hijo(a).

¢Qué beneficio se podria esperar por participar en el estudio?

El beneficio inmediato es la deteccidon oportuna de las alteraciones del metabolismo, indicando un

tratamiento oportuno y limitando posibles dafios.

Un beneficio potencial para toda la poblacién de nifilos Mexicanos es determinar o no la

asociacién que puede existir entre las alteraciones del sistema inmune y las enfermedades

descritas. Lo que nos dara una linea nueva de tratamiento, que con mas estudios pudiera ser de
las soluciones al problema.

éCuales son mis opciones si mi hijo(a) no participa en el estudio?

Su hijo(a) no estd comprometido a participar en el estudio, si en su momento no lo desea, no

existe ninguna accidn en su contra, la atencidn que recibe de manera regular en el hospital seguira
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siendo la misma, sin distincién alguna. El médico que lo atiende estd obligado a indicar el

tratamiento mas apropiado.

é¢De qué manera se protegera la privacidad de mi hijo(a)?

Si usted decide participar en este estudio, el médico y el equipo de investigacidon del estudio

utilizardn la informacién de la salud de su hijo(a) para realizar el presente estudio. Esta

informacidon puede incluir el nombre, direccién, nimero de teléfono, historia médica e

informacién de su hijo(a) recopilada en sus visitas del estudio. Esta informacién sobre la salud

puede ser obtenida de su médico de cabecera u otros profesionales de la salud.

Usted puede retirar su permiso para usar y compartir la informacién sobre la salud de su hijo(a),

en cualquier momento, solicitdndolo por escrito al médico del estudio. En caso que usted

procediera de esta manera, su hijo(a) no podrd permanecer en este estudio.

¢Hay algun costo involucrado con el estudio? o ¢{Se me pagara?

Usted no recibira pago alguno por participar en este estudio, tampoco se le cobrard. Los gastos de

los procedimientos, examenes de laboratorio y gabinete descritos en el protocolo, asi como los

costos de las consultas médicas a las que tenga que acudir, serdn proporcionadas por el hospital.

¢A quién debo llamar si tengo preguntas acerca de algo relacionado al estudio?

* El estudio: Rodolfo Muriel Vizcaino al 52289917 ext. 1120

* Problemas con el estudio: Dra. Blanca estela Del Rio Navarro al 5228-9917 ext. 1121

Al firmar a continuacién, acepto que:

* He leido este formato de consentimiento.

* He tenido la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas.

* Entiendo que la participacién en este estudio es voluntaria.

* Puedo elegir que mi hijo(a) no participe en el estudio o que lo abandone en cualquier
momento, comunicandoselo al médico del estudio.

Firma y Nombre de mi hijo. Fecha

Firma y Nombre de la Madre Fecha
Firma y Nombre del Padre Fecha
Firma y Nombre del Médico Fecha

Testigo Nombre y firma

Direccidn:

Relacion que tiene con el paciente:

Testigo Nombre y firma

Direccidn:

Relacion que tiene con el paciente:
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