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Resumen.

Se considera al Oxido Nitrico Exhalado (INOX) como un marcador inflamatorio
de la via aérea. Cuando sus niveles son mayores de 20 a 30 ppb se relaciona
con la presencia de eosinofilia pulmonar.

Con la determinacion de INOX pueden ser detectadas en etapas tempranas las
alteraciones a nivel pulmonar producidas por los cambios inflamatorios de la
obesidad (sistémicos y locales). Con el fin de establecer la relacion causal
precisa entre las dos enfermedades se buscaron los niveles de INOX.

Método.

Estudio prospectivo en adolescentes obesos con y sin asma con un indice de
masa corporal (IMC), arriba del percentil 95 segun tablas de Cole, que fueron
evaluados con mediciones de INOX segtin especificaciones internacionales.

Resultados.

Se incluyeron 87 pacientes; 48 asmaticos (55,2%) y 39 no asmaticos (44,8%);
edad promedio 12 afios (10-16 afios); IMC promedio 28,84 kg/m? (22,34-43,5);
INOX promedio 10,4 ppb (0,3-16,5 ppb), sin diferencias estadisticas entre los
dos grupos. En el analisis comparativo entre sujetos obesos con y sin asma, no
hallamos diferencias significativas entre ambos grupos (T de students).

Conclusiones.

Si bien nuestro estudio no hall6 diferencias significativas entre ambos grupos,
el tamafic de la muestra es insuficiente para poder realizar una aseveracion
referente al tipo inflamatorioc que predomina en el sujeto cbeso asmatico;
también pudo influir gue todo paciente asmatico que ingrese al estudio estuvo
libre de sintomas y fueron clasificados como asma leve intermitente o
persistente. Llama la atencién que el promedio de INOX en 4 pacientes con
inmunoterapia sea de 5,4 ppb (0,4-8,4), por debajo del valor normal alto (10
ppb) publicados en sujetos saludables y con fibrosis quistica; lo cual podria
indicar un fenémeno modulatorio del proceso inflamatorio subyacente de la
inmunoterapia, datos que deberan ser confirmados con ampliacion de Ia
muestra.




Determinacion y comparacion de niveles de oxido nitrico exhalado en
nifilos obesos con y sin asma.

Introduccion:

La prevalencia mundial de obesidad en escolares y adolescentes
aument6 significativamente en las dos Ultimas décadas, llegando a describirse
asociacion entre el indice de masa corporal (IMC) y asma. Aln no esta claro
que es primero; la obesidad como factor de riesgo de asma o el asma que
limita la actividad fisica y predispone a obesidad.

En la encuesta nacional de salud del afioc 2000, se determiné que el
exceso de peso (obesidad mas sobrepeso) en el grupo de adolescentes
masculinos de 10 a 17 afos en hombres en el area metropolitana de la ciudad
de México fue de 28% y en mujeres de 30.1%." Y la prevalencia de asma en
México es del 9,9% entre los 13 a 14 afios.

En la tercera encuesta nacional de salud y nufricion del ano 2001 se
describe la asociacién entre asma e IMC, pero no con atopia o recuento de
eosinéfilos®. Se ha visto que la obesidad modifica la funcion respiratoria vy
existe una relacién indirectamente proporcional entre el IMC y la funcién
pulmonar.® * Los estudios epidemioldgicos sugieren que la obesidad produce
un grado de inflamacién mayor en las vias aéreas inferiores.’, ® Sin embargo
esta relacion aun es contradictoria. En el estudio de To y cols.,” no se presento
una asociacion estadisticamente significativa entre estas variables en nifios
canadienses, de 4 a 11 afios con diagnostico médico de asma y con IMC
mayor del 85% de su percentil. Sin embargo una de las fallas de este estudio
fue que consideraron al sobrepeso y la obesidad como unica variable. En otros
estudios; Hombres y mujeres adultos con asma y sobrepeso al ser analizados
ambos géneros gor separado, la asociaciéon fue estadisticamente significativa
en las mujeres.® ® De igual manera se encontré asociacion ganancia de peso y




riesgo ge desarrollar asma en nifias de 6 a 14 afos, no encontrandose en
i =1
nifos.

Hay trabajos que apoyan el hecho que la obesidad por si misma es un
estado proinflamatorio, donde se han encontrado niveles elevados de leptina 'y
citocinas proinflamatorias como Interleucinas (IL) 1 y 6. La IL1 incrementa la
produccion de IL5, que activa y aumenta la sobrevida de los eosinéfilos. La IL6
favorece la produccién de IgE y se encuentra directamente relacionada con los
niveles altos de histamina, lo que ?odria explicarmnos su participacion como
mediador en el proceso inflamatorio. !

En la obesidad se ha visto que existe una asociacion directa entre PCR,
IL1, IL6 y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), estas ultimas estan
expresadas constitutivamente por los adipocitos y ambas tienen correlacion
con la cantidad de grasa corporal.

La leptina proteina proinflamatoria,® que se ha visto elevada en obesos
y asmaticos. Esta es producida por los adipositos de tejido adiposo blanco, que
se ha asociado con el incremento de la actividad de estas células y las
reservas energéticas del organismo.’ En modelos animales, Ila administracion
de leptina exdégena estimula la produccién de TNF-a, IL-6 e IL-12 ademas de
aumentar la fagocitosis de macréfagos, activar las células NK y los linfocitos.
Estas células estan en la fase proinflamatoria y en los procesos inflamatorios
de la via aérea, determinan el tipo de lesién y extension del dafio tisular.

Visser,'® determiné en mujeres obesas adultas que existe un aumento
de la PCR, que refleja de forma indirecta la produccién de IL-6.
Recientemente se ha considerado que la IL6 en conjuncidon con la ciclo-
oxigenasa 2 (COX-2), intervienen en el desarrolio de asma y obesidad. Ambos
estimulan la producciéon de prostaglandina E2, (PgE2), que a su vez promueve
la inflamacién y expresion de citocinas tipo Th2 (IL-4,IL-5 e IL-13), asociadas a
la respuesta inflamatoria alérgica en el asma.",

La determinacion de Oxido Nitrico (NO) es facil, barata y rapida; provee
informacién de la inflamacién de la via aérea en el asma. Se produce por la
conversion de arginina via oxido nitrico sintasa que se encuentra elevada en
distintos procesos inflamatorios en pulmones de humanos, es afectada por el
tratamiento con corticoides inhalados donde se ha visto su descenso. Un
incremento de la basal de mas de 10 ppb o mas del 60% del basal iene un
valor predictivo positivo del 80% de falla en el control de asma, exacerbacion
de los sintomas y caida del PEF, requiriendo medicacion de rescate.”’

El NO en el asma tiene un valor predictivo positivo y negativo del 90%,
con sensibilidad del 85% y especificidad del 80%, en nifios entre 3,8 y 7,5 aitos
evaluados, usando el diagnostico clinico como estandar de oro, tuvo una
sensibilidad del 86% y especificidad del 92%, con valor predictivo positivo y
negativo de 78 y 95% respectivamente.'®




La determinacion de NO ha demostrado tener una buena relacion con la
presencia de sintomas de asma en nifios.'® Se han hecho estudios tratando de
estandarizar sus valores en nifios y adolescentes,’ sin embargo las escalas
varian de uno a otro estudio. Se ha demostrado en nifios y adolescentes que el
grado de inflamacién es mayor en mujeres,? invirtiéndose esa relacion en los
adultos.

En estudios poblacionales se encontré niveles elevados de NO en
sujetos con asma y atopia versus sujetos con asma sin atopia®

La técnica no es invasiva y tiene la capacidad de ofrecer de forma
indirecta el estado del asmatico en correlacion con niveles de eosinofilos y
pruebas de reto con metacolina, obteniéndose en tiempo real y sin
preparacion.?’> Coadyuvando en la decision terapéutica.

Recientemente se propuso su uso como herramienta para el control del
asma, Pijnenburg,>® determino que el NO es un método efectivo para predecir
las recaidas de asma en las primeras 4 semanas, después de haber terminado
el tratamiento con esteroides inhalados.

Se le considera como un buen marcador de la inflamacion de la via
aérea y se relaciona con eosinofilia a nivel pulmonar.® Dicha asociacion ha
sido demostrada por biopsias, por esputo inducido o lavados
bronquioalveolares en nifios,? ?® se ha visto que el uso de corticoesteroides
inhalados reduce la cantidad de NO y de eosinéfilos.?” También hay asociacién
con IgE sérica total, rinitis alérgica y nimero de pruebas cutaneas positivas.?®




Marco teorico:

El oxido nitrico (NO) ha sido considerado como un contaminante
presente en el ambiente y humo de cigarrillo, es destructor del ozono, y
precursor de la lluvia acida. Desde el descubrimiento en 1987, que es similar al
factor relajante derivado del endotelio (EDRF), su importancia en el aparato
respiratorio esta siendo actuaimente dilucidada.

Tiene una vida media corta (1-5 segundos) y un electrén no pareado,
actuando como un radical libre, que reacciona con ofras moléculas como; el
oxigeno, radicales superoxido o metales de transicion. Es una molécula
mensajera que regula varias funciones biolégicas (regulacion de flujo
sanguineo, reactividad plaquetaria, neurotransmision no adrenergica no
colinérgica y memoria; y a elevadas concentraciones funciona como
mecanismo de defensa en contra de tumores y patégenos). Existe tambien
evidencia que actiia como regulador de la funcion pulmonar en enfermedades
pulmonares.®®

Fuente celular y biosintesis.

En el aparato respiratorio es producido por una amplia variedad de
células incluyendo; epiteliales, nervios de la via aérea, células inflamatorias y
del endotelio vascular. Dada las muchas localizaciones donde se produce, su
actividad fisiolégica a nivel pulmonar es dificil de determinar. La actividad
depende de factores locales, incluyendo la cantidad y actividad de las enzimas
responsables de producirio, el nivel de estrés oxidativo, y la cantidad de
captacion de moléculas antioxidantes como hemoglobina y glutation, es
generado por oxidacion de un quinto electron del nitrégeno guanidinio terminal
sobre el aminoéacido L arginina. La reaccién es tanto dependiente de oxigeno y
NADPH y comparten el coproducto de L cifruina mas NO en una
estequiometria de 1 a 1. Esta reaccion es catalizada por NO sintasa (NOS) la
cual existe en tres distintas formas; 1) NOS neural constitutiva (NOS-1 o nNOS);
2) NOS inducible (NOS-1I o iNOS); y 3) NOS endotelial constitutiva (NOS-ii o
eNOS). Los genes de estas enzimas se encuentran en los cromosomas 12,17y
7. La NOS se divide en dos dominio la reductasa y oxigenasa.>

Funcionalmente, NOS se divide en constitutiva e inducible, la primera
esta presente en plaquetas, neuronas, células epiteliales y endoteliales, es
dependiente de calcio y calmodulina y libera en pocos segundos femtomoles o
picomoles de NO por estimulacion del receptor por agonistas como acetilcolina
y bradicinina. Expresion de iNOS se presenta en macréfagos, neutrdfilos,
hepatocitos, y células epiteliales, mesangiales, endoteliales y musculo liso



vascular. Es regulada a nivel pre transnacional y puede ser inducida por
citocinas proinflamatorias como TNFalfa, IFN gama e IL 1 beta. El iNOS libera
grandes cantidades de NO proinflamatorio varias horas después de la
exposicion y puede continuar de manera sostenida (horas o dias).

La localizacion subcelular de estas tres isoformas es ain controversial, nNOS y
iINOS son proteinas solubles mientras que eNOS es blanco de una fraccion
subcelular, especificamente el plasmalema. En el endotelio se ha mostrado que
la asociacion de eNOS y caveolina suprimen la actividad de eNOS.

Mecanismo de accion.

El NO se difunde rapidamente del punto de sintesis, puede atravesar la
membrana celular, interactia con sitios moleculares intracelulares y tiene una
inestabilidad intrinseca. El mejor sitio de ligando es el hierro en el grupo heme
de la guanilato ciclasa, estimulando la conversion de GTP a cGMP y media los
efectos biologicos atribuidos a NO derivado de cNOS. Ademas, actua en otras
acciones que son independientes de guanilato ciclasa y cGMP. Los niveles
elevados de NO liberado por iNOS, actiia como un efector inmune de la muerte
de células tumorales. De hecho se ha reportado que inhibe el crecimiento o
mata un buen nimero de hongos, parasitos y bacterias. Estos mecanismos se
deben a inhibicién de la sintesis de DNA por inactivacion de la reductasa
ribonucleotida y por deaminacion directa de DNA

La interaccion con blancos moleculares representa una via importante
para su ruptura e inactivacion. Siendo la interaccion con el anion superéxido el
mas importante, forma el anion de peroxinitrito, el cual es una molécula
citotoxica potente. Otro mecanismo de inactivacién in vivo, involucra la reaccién
con oxigeno molecular para formar mtntos que en presencia de
hemoproteinas, se oxidan formando nitratos. >’

Métodos de deteccién.

Su presencia en los sistemas biologicos es usualmente inferido por sus
efectos fisiologicos como; incremento de la concentracion de CMPC,
produccién de citrulina, o cambios en la respuesta funcional producida por
inhibidores de NOS. Estos métodos proveen informacion indirecta sobre su
produccion y tienen grados diferentes de especificidad. Medirlo de forma
directa es dificil, debido a la escasa cantidad presente (usualmente en
concentracion de nanomoles) y su labilidad en presencia de Oxigeno,
actualmente es medido por especiroscopia y eleciroanalitico.

Los métodos espectroscopicos incluyen quimioluminiscencia,
espectroscopia de Iluz ultravioleta visible y resonancia paramagnética
electronica. Los ensayos de quimioluminiscencia se basan en medir la
intensidad de la radiacion fluorescente, emitida después de la oxidacién
quimica del NO por ozono, utilizando un tubo fotomultiplicador sensible. El
producto de esta reaccion emite un foton y el nimero total de fotones, es
proporcional a su concentracion. El método espectroscépico para determinario,



se base en la reaccion de Griess, la cual se realiza con una mezcla de Acido
sulfanilico y N-etilendiamina. La N-etilendiamina reacciona con é y un
espectro del producto de esta reaccion se muestra en una banda a 548
nanometros. La absorbancia de este pico es proporcional a su concentracion.
Otro método espectroscopico es la luz Ultravioleta visible, se basa en la rapida
oxidacién de hemoglobina reducida a metahemoglobina por NO, Es detectado
por los cambios caracteristicos observados en el pico de absorbancia de Soret
de hemoglobina de 433 nm a 406nm. La resonancia paramagnética del
electréon puede ser utilizada para monitorizar moléculas con electrones no
pareados como el NO. De hecho, esunamoiéuﬂagaseosaparamag\éhcacon
electrén no pareada en el orbital . En este método, una trampa de giro como
la hemoglobina es utilizada para estabilizario, estas trampas de giro, son
compuestos que interactian con radicales inestables, produciendo un
compuesto mas estables, como la Nitrosil-hemoglobina (NO-Hb), que puede
ser detectado por la resonancia.*

Los métodos electroquimicos ofrecen varias alternativas que no estan
disponibles por espectrosoopsa se basan en la oxidacion electroquimica de NO
sobre electrodos sélidos.*

La elevada sensibilidad y la rapida respuesta del método electroquimico
permite la monitorizacién in situ de la cinética de niveles de NO sobre la
superficie de tejidos o cultivos celulares. Sin embargo, para medirlo en érganos
intactos como el pulmén, donde la informacion cinética no es el blanco, se

prefiere métodos especiroscopicos.

Papel fisiologico en la via aérea.
a) NO y broncodilatacion.

Desde el descubrimiento de vasodilatadores conteniendo NO como el
trinitrato de glicerol y nitroprusiato sédico, que inducen relajacion del musculo
liso aislado de la via aérea, con activacion la guanilato ciclasa, e incremento del
CMPC, se ha buscado la posibilidad de utifizario inhalado para provocar un
efecto broncodilatador en animales y humanos.

En cobayos anestesiados la broncoconstriccion inducida por metacolina
se reduce al inhalar NO en concentraciones de 5 ppm a 300ppm. Ademas, una
elevada concentracion 300 ppm, causa broncodilatacion minima del basal. En
conejos anestesiados y ventilados de forma mecanica el anadir 80 ppm mas el
gas inhalado previene un incremento en la resistencia a metacolina nebulizada.
Sin embargo ninguin efecto se ha visto sobre la compliance, sugiriendo que el
previene la contraccion de via aérea grande mas que de la pequefa. Si es
inhalado a concentraciones de 80 ppm no tiene efectos en individuos normales
y en pacientes con EPOC, pero tiene un pequefio efecto broncodilatador en
pacientes asmaticos. Existe evidencia que ademas de activar la guanilil ciclasa,
relaja el musculo liso bronquial por otro mecanismo, participa en la via
metabdlica del tilo para formar nitrosotioles (RS-NO), que estan presentes en la



via aérea de sujetos normales y tienen sustanciaimente una vida media mayor
que el NO a concentraciones fisiologicas de oxigeno y poseen actividad
broncodilatadora potente, no dependiente de la via del CMPC, y esta presente
en concentraciones suficientes que influye en el tono de la via aeérea.
Recientemente se ha encontrado que asma grave se asocia con bajas
concentraciones de RS-NO en la via aérea, sugiriendo que la deficiencia de tal
mecanismo endégeno broncodilatador se debe a una degradacion acelerada
en los pulmones de pat:lentes asmaticos graves, contribuyendo al
broncoespasmo grave y refractario.*

Mas alld de los sistemas clasicos adrenérgicos y colinérgicos que
manejan el tono bronquial, existe un sistema neural no adrenérgico no
colinérgico (NANC) existe en la via aérea de animales y humanos el cual media
la contraccion NANC excitatorio y la relajacion NANC inhibitorio. Evidencia
actual indica que el NO actia como un neurotransmisor en el sistema NANC
inhibitorio, y neurotransmision nitrérgica se ha mostrado no solo en la via aérea
sino también en intestinos, vejiga y organos de la reproducciéon. Tincion
inmunohistoquimica de nNOS se muesira en los nervios de la via aérea de
cobayos y humanos. Nervios inmunoreactivos a NOS estan presentes en vasos
de la via aérea, musculo liso de la via aérea y lamina propia. Neuronas
inmunoreactivas a NOS se han encontrado en ganglios parasimpaticos y en
ganglios sensoriales y simpaticos que se encuentran en la via aérea y se
encuentran mas proximal que distal. NO es liberado de nervios periféricos por
nNOS y esta activado por el ingreso de calcio cuando el nervio esta
despolarizado. Media aproximadamente la mitad de la respuesta relajante
NANC inhibitoria en traquea de cobayos in Vitro, y el peptido intestinal
vasoactivo (VIP) deberia estar involucrado en la segunda parte de la respuesta
relajante NANC inhibitorio. En hombres la respuesta NANC inhibitoria en via
aerea central y periférica es completamente mediado por NO. Es mas, la
inhibicién de NOS potencia la broncoconstriccion neural colinérgica sin influir la
liberacién neural de acetilcolina, sugiriendo que el nNOS maneja NO como un
antagonista funcional de la via colinérgica excitatoria actuado post sinapsis y
no a nivel pre sinapsis. También se ha observado que NO liberado en
asociacion con estimulacion nerviosa regula la magnitud de la respuesta NANC
excitatoria en la via aérea de cobayos. Relajacion inducida por NO neural esta
alterada en inflamacién alérgica de la via aérea, aunque no existan cambios en
la nNOS, indicando que la actividad alterada de la NOS neural en presencia de
inflamacién alérgica desencadena exacerbacién de asma.*

b) NO y broncoproteccion.

Hiperreactividad de la via aérea (HRA), el principal hallazgo de asma,
esta definida como el incremento facil y del grado de estrechez de la via aérea
en respuesta a un estimulo broncoconstrictor. Varios estudios muestran la
habilidad de NO endégeno para infiuir sobre la HRA basal. Se ha mostrado que
inhibidores de NOS potencian la broncoconstriccion inducida por histamina,
como también que modula la broncoconstriccién inducida por bradicinina, acido
citrico, taquicinina, agonista selectivo NK y receptor activado proteasa 2 en



cobayos, asi como broncoconstriccion aguda inducida por inhalacion de
alergeno potenciado por inhibidores de NOS en cobayos sensibilizados,
suglrlendo modulacion de la reaccibn asmatica temprana en modelos
animales.® La perfusién intratraqueal de preparaciones de bradicinina,
endotelina-1, sustancia P, adenosina, y péptido relacionado al gen de
calcitonina provoca relajacion dependiente de concentracion. La relajacion es
revertida al afadir los inhibidores, indicando que el efecto relajante esta
mediado por la liberacion de NO endégeno. Este efecto fue imitado al remover
el epitelio de la via aérea, sugiriendo que el epitelio de la via aérea libera NO,
el cual contrarresta la contraccion de musculo liso. Este aspecto resalta la
importancia funcional del epitelio en la HRA, no solo se considera como una
barrera fisica protectora sino también como un modulador del tono broncomotor
por liberacién de sustancias relajantes. Se ha demostrado liberaciéon de NO
inducido por bradicinina en la via aérea de cobayos, no se libera si el medio
esta libre de Ca, lo cual sugiere que la via NOSc dependiente de Ca esta
involucrada en la liberacion de NO broncoprotector. El paso siguiente de
liberacion tiene un efecto paracrino sobre el musculo liso, dependiente del
incremento de CMPC en la célula efectora. De hecho, Ia bradicinina incrementa
los niveles de CMPC en la via aérea de cobayos y este efecto es bloqueado
por inhibidores de NOS en preparaciones de epitelio denudado, sugiriendo que
el mediador final de la broncoproteccién es el GMPc.

La HRA es inducida por alergenos e infecciones virales pero se ha visto
que los inhibidores de NOS no potencian dicha reactividad y que la HRA
inducida por virus es completamente blogueada por concentraciones bajas de
L-arginina inhalada, sugiriendo que es dependiente de la deficiencia de NO
endégeno protector. Se proponen que una deficiencia de cNOS contribuye al
incremento de HRA posterior a la respuesta temprana al alérgeno (4 a 6 horas)
y recuperacion de NOSI ayuda a revertir la HRA en la fase tardia (24 a 48
horas) en cobayos.” La exposicién de lipopolisacéridos (LPS) inhibe la sintesis
de NO y estos niveles reducidos coinciden con el periodo de incremento de
HRA a histamina. Al contrario, 48 horas después de la exposicion con LPS la
respuesta broncoconstrictora a histamina se atenua en asociacion con niveles
elevados de NO en el lavado broncoalveolar, sugiriendo que la sintesis sea por
activacion del gen INOS por induccion de citocinas del NF-kB.

En estudios clinicos se enconiré potenciacion de la HRA con inhibidores
de NOS, sugiriendo un rol protector del NO en asma leve, es mas, se encontro
que es mayor con bradicinina que con metacolina, indicando una respuesta
especifica a un determinado mediador y hay inhibicion de NOS alterada en
pacientes con asma grave, posiblemente debudo a la reduccién o ausencia de
cNOS en la via aérea de estos pacientes.® Se ha visto que el tratamiento de
asma grave con altas dosis de corticoides son menos reactivos a bradicinina,
pero que el tratamiento con inhibidor de NOS marcadamente incrementa la
HRA a bradicinina como en pacientes con asma leve. Sugiriendo que altas
dosis de corticoides renuevan la actividad de cNOS al suprimir la expresion de
iNOS.



¢) NO y vasos.

La liberacion de NO de células endoteliales en la circulacion pulmonar
parece regular el tono basal y contrarresta la vasoconstriccion hipoxica. La
isoforma eNOS esta presente en sujetos saludables pero su expresion esta
infrarregulada en pacientes con hipertension pulmonar primaria, lo cual sugiere
que la vasoconstriccion pulmonar y el incremento de las capas musculares
lisas en los vasos pulmonares, que son hallazgos de esta enfermedad y se
deben a una expresion alterada de eNOS. Esta liberacion alterada de NO,
también se ha visto en EPOC Yy fibrosis quistica.

El NO endégeno regula el tono vascular bronquial basal y el exégeno
incrementa la vasodilatacién bronquial después de la inhalaciéon de humo de
cigarrillo, la vasculatura de la via aérea se dilata in vivo cuando los animales
son ventilados con NO.

Se ha reportado resultados contradictorios sobre su papel en la
permeabilidad vascular. Los inhibidores del NOS inhiben el paso de plasma por
la microvasculatura de la via aérea inducido por sustancia P y leucotrieno D4
pero no por histamina, sugiriendo que NO endégeno juega un papel importante
en la extravasacion de plasma inducida por algunos mediadores inflamatorios.
Hay incremento de la extravasacion de plasma inducido por sustancia P y
Leucotrieno D4 por aumento de NO endégeno en la traquea y principalmente
bronquios, pero no en la via aérea intrapulmonar, sugiriendo que existe una
regulacién diferencial del ﬂu;o de proteinas en diferentes sitios anatomtcos de
la microvasculatura de la via aérea, esto es de gran relevancia en el asma.’

d) NO y secreciones de la via aérea.

Inhibidores de NOS no alteran la secrecién de mocos, pero inhiben la
secrecién inducida por metacolina y bradicinina de glandulas aisladas. Es mas,
el NO generado por dinitrato de isosorbide induce incremento de la secrecion,
sugiriendo que tiene una actmdad estimuladora en la secrecion de glandulas
submucosas de la via aérea.*® Otros secretagogos como el factor activador de
plaquetas, histamina y TNF alfa incrementan la liberacién de mucina, efecto
bloqueado por inhibidores de NOS, indicando que estos mediadores provocan
la secrecién de mucina por un mecanismo intracelular.

Inhibidores son capaces de enlentecer el movimiento ciliar al ser
estimulados con isoporterenol, bradicinina y sustancia P, este efecto es
completamente revertido con L-arginina, un precurso de NO. La motilidad ciliar
es un importante mecanismo de defensa del epitelio de Ia via aérea y esta
exacerbada por el iINOS inducido de macrofagos alveolares.*'

El transporte anormal de electrolitos produce cambios en el volumen y
composicién del liquido en la superficie de la via aérea, como en la fibrosis
quistica. Recientemente se ha encontrado que la modulacién de los canales
idnicos es por NO, el cual activa tanto los canales aniénicos apicales y canales
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de potasio basolateral via dependiente de GMPc. Como tal, es un regulador
fisiolégico del movimiento iénico transepitelial y los cambios en su generacion y
actividad pueden jugar una parte importante en la patogénesis de
enfermedades pulmonares caracterizados por hipersecrecion.

Papel fisiopatologico.
a) NO e inflamaci6n de la via aérea.

La produccion elevada de NO endogeno resulta en un efecto deletéreo a
largo plazo y puede estar envuelto en la inflamacion eosinofilica que
caracteriza al asma. Se sugiere que juega un rol en los mecanismos
inespecificos de defensa en contra de patégenos y puede estar involucrado en
la sefalizacion entre macréfagos y linfocitos T (LT), los LT CD4 son
importantes en la defensa del huésped y se han asociado con enfermedades
inflamatorias crénicas. Los LT colaboradores (Th) son de dos tipos de acuerdo
al patron de citocinas secretadas cuando se activan, Th1 que liberan IL-2 e
IFN-gama mientras que los Th2 producen IL-4, IL-5 e IL-10. Estos patrones de
produccion de citocinas determinan sus funciones, loa primeros activan a los
macréfagos a producir NO y matar patdégenos y su inhibicion por analogos de
L-arginina resulta en incremento en la susceptibilidad a infecciones parasitarias
como Leishmania, Mycobacteria y Plasmodium.

Los segundos secretan IL-4 importante para la produccién de IgE, y para
la expresion de moléculas de adhesion vascular (VCAM-1) las cuales son
requeridas para la adhesion selectiva de eosinéfilos. El balance entre linfocitos
Th1t y Th2 determina el resultado de muchas enfermedades. Utilizando
modelos murinos de linfocitos T clonados, la evidencia muestra que linfocitos
Th1 pueden ser activados por antigenos especificos para producir grandes
cantidades de NO. Es mas, este puede inhibir la secrecién de IL-2 e IFN-gama
por linfocitos Th1 pero no sobre la produccion de IL-4 por linfocitos Th2. De
esta manera se ha visto que ejerce un efecto auto regulador sobre linfocitos
Th1. Cuando es derivado de células epiteliales de la via aérea, macréfagos, y
linfocitos Th1 amplifica y perpetiia la respuesta inflamatoria mediada por
linfocitos Th2, tanto en asma no alérgica y alérgica. Los iINOS pueden ser
inducidos por células epiteliales por exposicion de citocinas proinflamatorias
como TNF-alfa e IL-1beta secretada por macréfagos, e IFN-gama secretado
por linfocitos Th1. Es posible que infecciones virales puedan inducir iNOS en
células epiteliales de la via aérea, aumentando la secrecion de NO durante las
exacerbaciones de asma.

Las grandes cantidades generadas de NO en el epitelio de la via aérea
resulta en la supresion de linfocitos Th1 y una reduccién concomitante en los
niveles de IFN-gama, seguido de una proliferacion de linfocitos Th2. Utilizando
un modelo animal alérgico se ha mostrado que las manifestaciones de
enfermedad de la via aérea alérgica, incluyendo la infiltracion de células
inflamatorias (eosinéfilos), ruptura microvascular y oclusion de la via aérea, son
marcadamente menos graves en las mutaciones NOS2 que en los no mutados.
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Es interesante que la supresion de la inflamacion alérgica se acompaiie de un
marcado incremento en la produccion de IFN-gama por linfocitos Th1 pero no
por reduccién en la secrecion de IL-4 o IL-5. La produccion elevada de IFN-
gama en ratones es responsable de la supresion de eosintfilos y enfermedad,
como in vivo el depletar este factor restaura la patologia alérgica en estos
animales. Por ello, la inflamacién alérgica promueve NOS2 en la via aérea por
infraregulacion de la actividad de IFN-gama: lo cual sugiere que inhibidores de
estas moléculas pueden representar una esirategia terapeutica para
enfermedades alérgicas incluyendo asma.*?

Inhibe la liberacion de IL-12 de macréfagos, inductor de linfocitos Th1,
previniendo su excesiva amplificacion, incrementa la secrecion de IL-4 en
clones de linfocitos Th2, sugiriendo que a pesar de la compleja red de
retroalimentacion regula su produccion, este mcremento podria desencadenar
la expansi6n de linfocitos Th2 una vez que es generado.*’

b) NO y la proliferacion del musculo liso de la via aérea.

In Vitro, su administracion exdgena reduce la sintesis de DNA y
proliferacion de células del musculo liso mediado por vias dependientes e
independientes de GMPc. Estos efectos antiproliferativos sobre el musculo liso
de la via aérea puede llegar a ser un aspecto importante en futuras estrategias
para prevenir la remodelacion en pacientes con asma crénica o EPOC

Ha sido detectado en la exhalacion de animales y humanos por
quimioluminiscencia, cuya especificidad esta confirmada por cromatografia de
gas y espectroscopia de masa. Se han detectado niveles elevados en
pacientes con asma, en particular, en atopicos.** Se origina de forma
predominante en la via aérea inferior, y esta relacionado con inflamacion
eosinofilica y un incremento de iNOS sensible a corlicoides. Es mas, sus
niveles pueden reflejar presencia de exacerbaciones e indice de gravedad,
otras enfermedades con niveles altos son; bronquiectasias, rinitis, y rechazo
agudo del injerto pulmonar. Por el contrario, bajos niveles exhalado se ha
reportado en pacientes con fibrosis quistica, fenotipo PiZZ relacionado con
deficiencia de alfa-1 antitripsina e hipertensién pulmonar. Los datos en EPOC
son inconsistentes. El factor mas importante puede ser la gravedad de la
enfermedad para niveles elevados reportados en pacientes hospitalizados con
una exacerbacion de EPOC, mientras que niveles medidos meses después no
difirieron de los controles.

Varios estudios se han realizado para evaluar la relacién de niveles,
parametros de funcién pulmonar y otros marcadores de inflamacion de la via
aérea. En asma se correlaciona con eosindfilos en esputo e HRA a metacolina,
como también la variabilidad del flujo pico, con inflamacién de la via aérea
eosinofilica, determinado en lavado broncoalveolar, sangre y orina, aunque hay
estudios que no lo demostraron.*®
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Se ha utilizado para monitorizar exacerbaciones, tanto espontaneas
como producidas por reduccion del tratamiento antiinflamatorio. Se puede
postular que el tratamiento de asma con corticoides reduce los niveles
expirados de NO debido a los efectos reductores de esteroides sobre la
inflamacién de la via aérea subyacente en asma y efectos inhibitorios sobre la
expresion de iINOS, la reduccion es dependiente de dosis, y dosis bajas son
suficientes para reducir los niveles elevados en pacientes con asma leve, pero
aun se pregunta si los niveles bajos de NO refiejan un opllmo control de la
inflamacién o solo sea debe a la expresién de INOS*® En asma grave, el
proceso inflamatorio puede superar esta sensibilidad a esteroides, resultando
en niveles elevados aun durante el tratamiento con altas dosis de corticoides
orales. Los antagonistas de leucofrienos reduce también los niveles, aunque
este efecto no es tan preciso como el obtenido con esteroides. Sin embargo, el
tratamiento con antagonistas de receptor de leucotrienos previniendo el
incremento de niveles de NO exhalado durante el descenso de esteroides en
pacientes con asma. *’

Obesidad en la nifiez y adolescencia.

Se define como un indice de Masa Corporal (IMC) por encima del
percentil 95 para nifios de la misma edad y sexo, que afecta al 15% de los
nifios y adolescentes en USA en el periodo 1999-2002. De acuerdo al NHANES
la prevalencia se duplico entre 1976-80 y 1999-2002. Aumento mas en
afroamericanos, mexicanos y nativos, mas que en otros grupos, igual en ambos
sexos y en todos los niveles socio econdémicos, el riesgo es mayor en personas
nacidas con un peso mayor a 4000g y con obesidad en los padres.*®
Medir el IMC representa el primer paso para el diagndstico.

El termino de riesgo de sobrepeso se aplica en nifios o adolescentes con
un IMC entre el percentil 85-95. Un IMC mayor o cerca al percentii 95 es
altamente especifico para incremento de grasa corporal. El cruzar una linea
percentil es indicador temprano de riesgo. Aunque, debe ser considerado en el
contexto de edad y patrones de crecimiento de la familia. En nifios que
nacieron pequefios pero genéticamente programados para ser altos este ajuste
ocurre en los 5 primeros afnos de vida. Menos del 5% de los nifios cruzan dos
percentiles en las tablas de crecimiento del CDC después de los 4 afios de
edad. Quienes cruzan estas percentiles pueden tener un riesgo mayor de
obesidad. Junto al incremento de la grasa visceral incrementa la probabilidad
de morbilidad en adultos y jovenes. La historia familiar de obesidad, patrones
dietéticos y de actividad deberian ser rutinariamente evaluados. Los signos y
sintomas gque estan mas frecuentemente asociados a obesidad con problemas
congénitos o endocrinos son el hipogonadismo, talla baja, hallazgos
dismérficos, anormalidad somatica y retardo mental *®

La experiencia clinica en centros de tercer nivel sugiere que

anormalidades endocrinas identificables o sindromes como causa de obesidad,
representa menos del 1% en casos de ocbesidad.
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En el laboratorio se presentan niveles elevados de enzimas hepaticas,
que podria indicar esteatosis hepatica, ocurre en el 10% de nifios y
adolescentes con obesidad. La Asociacion americana de Diabetes recomienda
pruebas rapidas de glucosa en nifios mayores de 10 afios con un IMC igual o
mayor a la percentil 85 y dos de los siguientes factores de riesgo: Una historia
familiar de diabetes tipo 2 en el primer y segundo grado de parentesco, raza no
blanca y condiciones asociadas con resistencia a la insulina (acantosis
nigricans, hipertension, dislipidemias u ovarios poliquisticos) es incierto cuantos
nifios y adolescentes presentan estos criterios y el costo efectividad de ello es
desconocido.

El tratamiento se basa en el mantenimiento de peso para nifios entre 2 a
6 afios quienes tienen un IMC cerca o mas del 95 y sin complicaciones. Perder
peso esta indicado para nifios de 2 a 6 afios con complicaciones relacionadas
al peso y nifios mayores con IMC mas del 95 con o sin complicaciones. Hay
condiciones que requieren intervencion urgente como el seudo tumor cerebral,
apnea del suefio, anormalidades ortopédicas, diabetes tipo 2 e hipertension,
complicaciones psicolégicas y sociales, riesgo de enfermedad asociada con
obesidad posterior sugerida por la historia familiar, diabetes tipo 2, o
enfermedad cardiovascular en el primer o segundo grado de parentesco. La
unién familiar es basica para la terapia, si el nifo o los padres o cuidadores no
estan motivados, cualquier tratamiento es probable que falle. Bajo tales
circunstancias, se debe reforzar el comportamiento positivo, la motivacion no
debe ser vista como un todo o nada sino un proceso dinamico que se puede
influir con el ﬁempo Por ejemplo hablar acerca de trabajo escolar, tiempo en
familia o exposicion a sexo y violencia por TV pueden ser un poderoso
motivador de controlar el tiempo televisién mas que la obesidad.*

Parte importante del tratamiento es la reduccion de calorias y grasa,
adherencia a una dieta pobre en hidratos de carbono, la integracion de
actividad fisica de forma diaria, participacion en actividad fisica estructurada y
vigorosa y la reduccion de comportamiento sedentario.

Si los cambios en la dieta y nivel de actividad producen un déficit neto de
energia, se puede perder peso, un retardo en la ganancia de peso puede ser
alcanzado. La monitorizacion de aumentos o disminuciones de peso permiten a
toso trabajar juntos para alcanzar dichos objetivos en términos de dieta y
actividad. -

En el tratamiento involucra mantener el crecimiento y desarrollo normal
con reducciones concurrentes en peso y grasa corporal. Para la mayoria de los
nifios con sobrepeso el objetivo es mantenerse con un peso. El objetivo a largo
plazo deberia ser un IMC por debajo de la percentil 85 para edad y sexo, y
puede ser evaluado de acuerdo a mejoras en enfermedades coe)astentes como
hiperlipidemia, hiperinsulinemia, acantosis nigricans e hipertension. '

Estudios en escolares basados en reducir el tiempo total de TV o
pantalla y un incremento en la frecuencia e intensidad de actividad fisica son
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efectivos. La lactancia y actividad fisica reducen la ganancia de peso o la
prevencion de enfermedad coexistentes con obesidad. Hay multiples formas de
modificar los habitos alimenticios como la disminucion del consumo de bebidas
endulzadas, reduccién de porciones en las horas de comidas y un incremento
en el consumo de frutas y vegetales.

Obesidad e hiperreactividad de la via aérea (HRA).

La obesidad aparece como un factor de riesgo para la HRA como
también para asma. Litonjua y cols. ** reportan asociacion entre IMC e inicio
de HRA en un estudio longitudinal en sujetos masculinos. Aunque esta
asociaciéon no ha sido observada en otros estudios epidemiologicos, es digno
de mencionar que ratones obesos demuesiran HRA innata.

Obesidad y funcion pulmonar.

El porque se puede alterar la funcién pulmonar en el obeso, obedece a
tres postulados; el primero es mecanico, donde factores estaticos y dinamicos
juegan un rol:

o Factores estaticos, el incremento de la pared abdominal y toracica causa
una menor capacidad residual funcional. Dado que el volumen pulmonar
es el determinante mayor de la via aérea, los cambios relacionados con
obesidad en la capacidad funcional residual afecta al musculo liso y por
ende existe un acortamiento excesivo de la fibra muscular.

o Factores dinamicos; la accion respiratoria espontanea impone un tipo de
respiracion en el musculo liso que pueden ser mas potente que los
agentes broncodilatadores conocidos. El individuo obeso respira a altas
frecuencias, pero con un volumen respiratorio menor comparado con el
individuo normal y como resultado, este potente mecanismo
brono:%dilatador se compromete y predispone a un incremento de la
HRA.

Una segunda posible explicacion, corresponde a diferencias en la
anatomia de pulmones y via aérea, en nifios el componente mecanico de la
obesidad podria afectar el crecimiento pulmonar, seguido de reduccién de la
funcién pulmonar, factor de riesgo para asma. Asi mismo podria acelerar la
remodelaciéon de la via aérea con cada exacerbacién de asma. En sujetos
asmaticos obesos el perder peso mejora la funcion pulmonar, pero la HRA
permanece igual, esto concuerda con el rol de la obesidad en la remodelacion
de la via aérea, la cual a menudo no es reversible.>*

Y una tercera posibilidad involucra un microambiente inflamatorio. En
obesos, aun en la ausencia de un proceso inflamatorio, hay inflamacién cronica
sistémica de bajo grado, caracterizada por un incremento en leucocitos
circulantes y concentraciones séricas aumentadas de citocinas, receptor de
citocinas, quimiocinas y proteinas de fase aguda. El origen de esta inflamacion
parece ser, al menos en parte, el tejido adiposo. En el masculo liso de la via
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~aérea, la obesidad se relaciona con un incremento de TNF alfa: receptores de

TNF se expresan en el musculo liso y TNF alfa exogeno in vitro incrementa la
contractilidad de la via aérea de ratones a una variedad de agonistas
contractiles.*

Obesidad y estado proinflamatorio.*®

El estado de obeso esta caracterizado por la llamada inflamacion
sistémica de bajo grado. De hecho, marcadores inflamatorios, como PCR e IL6,
estan incrementados en obesos comparado con sujetos sanos, aunque no en
la misma extension observada en la condicion clasica inflamatoria. La
presencia de inflamacion sistémica ha sido ligada a un riesgo mayor para
desarrollar enfermedad cardiovascular y diabetes tipo Il, particularmente en el
caso de adiposidad visceral.

a) Interacciones entre adipositos y células inflamatorias inmunes.
El tejido adiposo puede ser dividido en 2 tipos: blanco y pardo.

El blanco representa la mayoria en el organismo y es el sitio de
almacenamiento de energia, mientras que el pardo es de termogénesis sin
escalofrios, particularmente en mamiferos pequefios y neonatos. El tejido
blanco esta compuesto de muchas células, siendo los adipositos los mas
abundantes. Dentro de los otros tipos estan incluidos en el estroma de los
cuales el 10% son CD14 CD31 macréfagos. EI nimero de macrofagos
presentes en el tejido blanco esta directamente correlacionado con adiposidad
y con el tamafio del adiposito en humanos y ratones, sin diferencias
significativas entre el tejido adiposo visceral y subcutaneo. Aunque se han
reportado claras similitudes entre macréfagos, adipositos y preadipocitos, que
pueden diferenciarse en macréfagos, estos 2 fipos celulares son distintos.

Niveles circulantes de TNF alfa e IL6 estan directamente correlacionados
con adiposidad y resistencia a la insulina. Los macréfagos son la mayor fuente
de TNF alfa producida por el tejido adiposo blanco y contribuyen al 50% de IL6
derivada de tejido adiposo blanco.

b) Interacciones entre el tejido adiposo y el linfocito.>’

Aungue los linfocitos no constituyen el tejido adiposo blanco, a menudo
hay una estrecha proximidad entre linfocitos y tejido adiposo bianco,
particularmente en ganglios linfaticos, los cuales generalmente estan cubiertos
por un tejido adiposo pericapsular. Hay datos indican la presencia de 2 vias
paracrinas interaccionando entre linfocitos y adyacentes adipositos. La leptina
es un importante modulador de Ia funcion del LT, la evaluacion de la interaccion
entre linfocitos y adipositos aun no ha recibido completa atencion.
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En obesidad humana y murina, hay cambios en las concentraciones
séricas de hormonas y otros factores derivados del tejido adiposo que podria
afectar la funcién de la via aérea y desencadenar HRA. Estos factores son
leptina, adiponectina e inhibidor del plasminégeno activado (PAI-1).

La hormona leptina actia en el hipotadlamo induciendo saciedad e
incremento del metabolismo. Ademas de sus efectos en la regulacion del peso
corporal, también es proinflamatoria. Las celulas hematopoyeticas expresan
receptores de leptina, mientras que los monocitos y macrofagos responden a
ella con incremento de citocinas. Los linfocitos T CD4 expuestos a leptina
demuestran respuesta proliferativa incrementada a mitégenos de Linfocitos T.
Acoplado con el incremento de leptina observada en la obesidad, sus efectos
proinflamatorios sugieren que esta hormona podria ser relevante en asma. En
este contexto, es interesante notar que aun después de controlar el IMC, la
leptina esta incrementada en asmaticos varones comparado con nifios no
asmaticos. No se observa HRA en ratones sanos en los cuales se induce un
incremento de dos veces mas los niveles de leptina a través de infusion
constante mediante un implante SC, aunque la falta del efecto podria deberse a
la dosis utilizada. Sin embargo esta dosis fue suficiente para incrementar la
reactividad de la via aérea inducida por reto de ovoalbumina en ratones
sensibilizados. El incremento de la reactividad de la via aérea inducida por
Ovoalbumina ocurrid en ausencia de algun efecto en el influjo de células
inflamatorias o expresion de Th2 pero fue asociada con un incremento en la
produccién de IgE inducida por Ovoalbumina en el ratén tratado con leptina. Es
posible que la habilidad de la leptina de aumentar la HRA inducida por
Ovoalbumina es el resultado de un incremento de mastocitos activados. *® La
adiponectina es producto del gen mas abundante del tejido adiposo, al
contrario de muchas otras adipocinas, los niveles de adiponectina disminuyen
con la obesidad y sus niveles se elevan con la perdida de peso. Hay razon para
creer que las concentraciones séricas de adiponectina observadas en los
ratones obesos contribuyen a la predisposicion de HRA en esta poblacion.
Aunque los efectos primarios de adiponectina son antiinflamatorias. Por
ejemplo en células endoteliales, reduce la senalizacion TNF-alfa NF-kB y
reduce la expresion de ICAM; VCAM y selectina E. De forma importante inhibe
la proliferacion y migracion de células de musculo liso vascular estimuladas por
mitogenos. No sabemos si la adiponectina tiene efectos similares en el muisculo
liso, pero incrementa la masa muscular en la via aérea como un hallazgo

importante en el asma, y hay expresion de receptores AdipoR1 AdipoR2.

El PAI-1 es el inhibidor endégeno del plasminégeno tisular activado mas
importante junto con el uroplasminogeno activado, mayor inhibidor fisiolégico
de fibrinolisis y de activacion de plasmina. Los adipositos producen y secretan
PAI-1, aumentando en la obesidad y disminuye cuando se baja de peso. Su
elevacion podria tener efectos en la via aérea y predisponer hiperreactividad.
Asi mismo PAI-1 es inducido en los pulmones después de la exposicion de
lipopolisacaridos (LPS), aerolizado y parece ser requerida para la remodelacion
de la via area e HRA inducida por LPS en ratones, es requerida para

17



incrementar el deposito de colagena y fibrina que ocurre en la via aérea
posterior a la sensibilizacion y reto crénico.

Asma.

Se define como la obstruccion reversible de la via aérea de pequefio y
gran calibre debido a diversos estimulos inmunitarios y no inmunitarios,
caracterizado por episodios recurrentes de tos, opresion toracica, disnea y
respiracion dificultosa.

Representa la principal causa de consulta en los servicios de urgencias
pediatricas, ingresos hospitalarios y ausentismo escolar.

Desde el punto de vista fisiopatolégico, se caracteriza por edema e
inflamacion de la mucosa, contractura del musculo liso e hipersecrecion de
moco.

La pruebas de funcion respiratorias se han desarrollados a través de
diversos métodos especificos, con los cuales se evalla objetivamente el
funcionamiento del aparato respiratorio.

Estos procedimientos muestran tempranamente anomalias propias de la
enfermedad, inclusive antes del inicioc de sintomas o la presencia de hallazgos
radiolégicos siendo de gran utilidad para identificar y localizar el trastorno
funcional.

Las pruebas de funcibn mecanica constituyen una herramienta

importante en el diagnostico y seguimiento del asma, proveen informacion
objetiva acerca de las condiciones del funcionamiento pulmonar.

18



Antecedentes:

Los cambios inflamatorios de la obesidad (sistémicos y locales)
producen alteraciones a nivel pulmonar, son detectables en etapas tempranas
por la determinacién de Oxido Nitrico Exhalado (INOX). Algunos estudios han
tratado de establecer la relacion entre IMC e NO. Baraldi y col.*® determinaron
que el IMC se relaciono con el NO y que esta variable no cambio después de
ajustar la edad y el sexo. Sin embargo no encontr6 asociacion alguna con los
cambios en la funcién pulmonar (volimenes puimonares).

Sin embargo hasta la fecha esta relacién es contradictoria, el estudio de
Leung y col. ®® concluye que los niveles de NO y de leucotrieno B4 se
encuentran aumentados en los sujetos asmaticos, pero que estos marcadores
inflamatorios no difieren entre los obesos y no obesos con asma.

En febrero del 2005 De Winter-deGroot y col.’' postulan que la obesidad
podria sobre regular los mecanismos inflamatorios pulmonares. Mostraron que
INOX estuvo asociado con el IMC y concluyo que el INOX podria ser el ligando
entre obesidad y asma. Frente a esta hipétesis surgen otras contradictorias en
las cuales no encuentran asociacion entre obesidad y asma. No encontrandose
asociacion entre IMC y INOX en sujetos obesos no asmaticos. Tampoco existio
asociacion con el VEF1, edad y sexo. El grupo obeso asmatico presentd
niveles de INOX de 37,8 ppb versus los controles no asmaticos de 23,6 ppb.
No encontrandose relacion entre niveles de INOX y obesidad. Se postula que
pacientes con asma tienen inflamacion que enmascara el estado
proinflamatorio de la obesidad.

19



Planteamiento del problema

Considerando que las patologias mas frecuentes entre los adolescentes
son: asma y obesidad. Los estudios de ISAAC (Internacional Study of Asthma
and Allergy in Childhood), han determinado que la prevalencia de asma en el
grupo de 13-14 afos en México es del 9.9%.%2% y de obesidad alrededor del
20%. Ademas, asma representa la décima causa de egresos hospitalarios en
adolescentes. Y la obesidad esta cerca del 30%.%*%

Con el fin de establecer la relacion causal precisa entre las dos
enfermedades y si existe un componente inflamatorio asociado entre sujetos
obesos asmaticos y no asmaticos. Dado que el NO mide de forma indirecta el
componente inflamatorio eosinofilico pulmonar. El propésito de este estudio es
determinar si existe compromiso inflamatorio pulmonar tipo eosinéfilico en
sujetos con asma y obesidad que en los que no presentan y si existe en sujetos
obesos con asma este patrén inflamatorio.

Es necesario también definir si estas patologias son consecuencia de

una u ofra enfermedad, ser enfermedades coexistentes y que sus efectos
inflamatorios se suman y causan mayor dafo pulmonar.
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Justificacion:

El estudio del NO es prometedor en nifios, ya que es de facil de realizar
y no invasivo, provee datos relevantes en cuanto al manejo, seguimiento y
control de asma.

El esclarecer un patrén inflamatorio diferente en sujetos obesos con
asma y obesos sin asma, ayudaria al clinico a encarar el tratamiento de forma
diferente entre grupos y coadyuvaria a dilucidar si realmente el componente
proinflamatorio del sujeto obeso predispone a desarrollar asma.
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Objetivos
1. Determinar y comparar los niveles de Oxido Nitrico exhalado del
adolescente obeso con asma y sin asma.

2. Determinar y comparar la inflamacién a nivel pulmonar (por medio de
NO) en adolescentes obesos con y sin asma persistente.

Hipétesis

El adolescente obeso asmatico. tiene mayor inflamacién pulmonar que el
obeso no asmatico.
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Material y métodos

Estudio transversal en un grupo de adolescentes obesos con y sin asma
con un indice de masa corporal arriba de la percentila 95% segun Cole,*® que
seran evaluados con mediciones con oxido nitrico exhalado.

De acuerdo a los criterios de seleccion se reclutaran 108 pacientes de
10 a 16 arios, sin importar el sexo, divididos en dos grupos: obesos sin asma y
con asma. En el grupo de asmaticos habra un grupo que este utilizando
esteroides inhalados y otro que no los use. Esto puede ser posible y élicamente
es correcto ya que las guias internacionales del manejo det asma permiten que
este grupo de pacientes con asma leve persistente puedan tener o no
esteroides de tratamientos controladores mas el tratamiento de rescate con
beta dos de acci6n corta®’.

Oxido nitrico exhalado.

La medicién de la cantidad de oxido nitrico se realiza en un aparato ECO
medics, modelo CLD88, Originario de Michigan, EU. El NO se mide por
quimioluminiscencia. La técnica esta estandarizada por la Sociedad Americana
del Térax.

El sujeto inhala el oxido nitrico (NO) libre liberado por una camara de
NO Scruber Denox 88, Suiza. Después de inhalar se realizan las exhalaciones
a una presion de 5-20 cm H20, evitando la contaminacion de NO por las fosas
nasales. La exhalacion se mantiene con una tasa de flujo entre 30 a 50
mL/segundo hasta tener una meseta de 2 segundos® y un total espirado de 4
segundos. La maniobra de exhalacién se repetira hasta 3 veces por intento por
2 segundos y hasta obtener un nivel de concordancia del 5%.5°

El equipo que sera empleado en esta prueba, pertenece al Instituto
Nacional de Salud Publica, se encuentra en el area designada para estudios
colaborativos con dicho instituto y participan activamente en este estudio.

Criterios de inclusion

¢ Sujetos de 10 a 16 afos de edad, masculinos y femeninos.
Con obesidad exégena, de acuerdo a Cole.

¢ Que tengan el diagnéstico médico de asma o sintomas como tos, disnea
y sibilancias de 3 meses de evolucién o por o menos 2 episodios de
broncoespasmo en los Gltimos 12 meses.
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¢ Obesos de masculinos y femenino sin asma y sin sintomas respiratorios
en los ultimos 12 meses.

e Que deseen participar en el estudio y que firmen sus padres el
consentimiento informado y el paciente el asentimiento.

Criterios de exclusion

e Sujetos que padezcan otra patologia diferente a las mencionadas, ya
sean crénicas o agudas.

e Pacientes con sindromes somatodismoérficos (Sindrome de Prader Willi,
Lawrence, Moon-Biedl, Carpenter, Summit, Cohen).

¢ Que no asistan a sus citas para valoraciéon (antropometria y exploracion
fisica).
Que deseen abandonar el estudio de manera voluntaria.
Tanner avanzado, caracterizado por ser mayor a la percentila 97 para
edad y sexo basado en los estandares publicados.

Criterios de eliminacion.
e Uso de corticoides orales los titimos 3 meses.
Calculo del tamafio de muestra

A partir de los datos de Balagopal,” el cambio en los niveles de
proteina C reactiva en el grupo de la intervencion fue de 3.08 + 2.04 mg/l a 2.4
+ 2.04 mgii.

Empleando el programa Primer of Biostatistic Versién 4.2 (McGraw Hill,
Nueva York, EU) el tamaiho de muestra fue de 37 pacientes por grupo para una
prueba de t de Student pareada al que se deben anadir otros 13 pacientes para
compensar las deserciones del estudio. Sin embargo con base a la tasa de
éxito (pérdida de peso >5%) de estudios previos’", solo el 34% tienen cambios
notables, por lo que se deben incluir 108 sujetos por grupo.

Definiciones operacionales

Variables independientes.
Asma.
Enfermedad inflamatoria conica de la via aérea, caracterizada por

hiperreactividad y obstruccion del flujo aéreo, regularmente reversible;
manifestada por tos, sibilancias y disnea.
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Obesidad.

Es el exceso de grasa corporal. Cuando el IMC sea > o igual a la
percentila 95% para su edad se considera al sujeto obeso.”” La tabla de
percentiles empleadas son las propuestas por Cole.

Oxido nitrico exhalado.

Es la medicion de la cantidad de oxido nitrico, que exhala un paciente al
someterse a la prueba.

Variables dependientes
Peso.

El peso mide la masa, se realiza en una bascula de pie y palanca, marca
health o meter modelo 402 KL, calibrada el dia 01 de abril del 2005. Que
permita una lectura minima de 100gr. Estos indicadores deben de tomarse de
con ropa ligera, sin zapatos, de pie, los mismos dias de la semana y con una
diferencia de +/- 1 hora.

Talla.

Mide el tamafio de los segmentos. La mediciéon 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
gue 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
anguio de 60°. Finalmente se pide al sujeto que inhale entes de deslizar la
cabecera sobre el maximo punto superior de la cabeza del paciente.

IMC.

Es un indicador para medir de manera indirecta la grasa corporal. Se
calcula al dividir el peso entre la talia al cuadrado. (Peso/Talla%)

Analisis estadistico.
Se estimaran medidas de tendencia central y dispersion; la comparacion
de las medias y proporciones se realizara con prueba de t student y Ji

cuadrada, ANOVA para comparacion de medias de grupo. Los datos seran
analizados por Epi info Versién 3.2 Enero 2004 (CDC, EEUU)
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Cronograma

12 Visita

El paciente es captado por consulta externa de Alergia o Clinica de
Obesidad. Una vez que se corroboren criterios de inclusion o exclusion se
comentara sobre el estudio, los objetivos y los beneficios posibles.

Firma de consentimiento informado y asentimiento por parte del paciente.

Se realiza una Historia Clinica completa por un médico especialista, toma de
signos vitales (Frecuencia cardiaca, Frecuencia Respiratoria, Tension Arterial),
y medicion de peso, talla e indice de masa corporal, pliegues cutdneos,
diametro abdominal, relacién cintura cadera).

2da Visita (7 + 2 dias):

Se realiza la prueba para medir el oxido nitrico exhalado. (area de
investigacion en Alergia y asma en conjunto con el Instituto Nacional de Salud
Publica).

Consideraciones éticas

El estudio se hara bajo las condiciones enmarcadas de la declaracion de
Helsinki y dadas las caracteristicas del mismo se considera que es de riesgo
menor al minimo.” Y fue aceptado por los comités de de ética, bioseguridad e
investigacion de la institucion como parte del protocolo HIM 2005-043
Metas

1) Conocer y determinar si hay diferencias en obesos con y sin asma en el
grado de inflamacién pulmonar y datos antropométricos diversos.
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Resultados

Se hizo un corte para fines de esta tesis con la realizacion de Oxido
Nitrico exhalado en 87 adolescentes entre 11 a 17 afios con una media de 12
anos; 41 adolescentes varones (47,1%) y 46 adolescentes mujeres (52,9%).

Todos los procedimientos fueron realizados segun las normas
especificadas en el protocolo, y se tomo como resultado efectivo el promedio
de tres esfuerzos repetibles.

Los adolescentes presentaron un IMC de 28,8 kg/m2 (22,3 a 31,3). De
elios 48 pacientes presentaban Asma (55,2%) y 39 no lo presentaban (44,8%).
De los pacientes asmaticos que se enconiraban con medicacion fueron 35
pacientes (72,9%) y sin medicacion 13 pacientes (27,1%). De los que
recibieron medicacion 19 pacientes (39,6%) recibieron salbutamol, 4 pacientes
(8,3%) Inmunoterapia y 12 pacientes (25%) corticoides inhalados.

Presentaron INOX en promedio de 10 + 8,08 ppb. Los 87 pacientes
realizaron la prueba de acuerdo a las normas establecidas, con esfuerzos
respiratorios en promedio 35 mi/segundo con un esfuerzo de 2 a 3 segundos,
con un nivel de concordancia entre los tres esfuerzos de menos del 5%.

No hubo diferencias estadisticas cuando se comparé ambos grupos. Ver
Tabla No. 1.

Tabla No.1

Resultados de pacientes obesos con y sin asma.

Asmaticos No Asmaticos
(n=48) (n=39)
Media DE . Media DE Valor de p*

Edad (afios) 12.46 +1.57 12.19 +1.85 NS

IMC(kg/mz) 27,75 +247 | 33,26 + 558 NS

Peso (Kg) 76.11 + 147 68.5 +13.6 NS

Talla (cm) 155.7 +7.85 154.58 9.1 NS

VEF1 (L/s) 2.96 + 0,57 2.99 + 0,59 NS

INOX (ppb) 11,58 + 8,45 11,2 +7.71 NS

IL12 59,21 + 20,83 59,09 +21.20 NS
(mcg/dL)

* NS = No significativo.
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Del grupo con asma 25% de ellos fueron clasificados como asma leve
persistente y el resto considerado como leve intermitente. Se consideré de
acuerdo a la calidad de sintomas que presentaba.

Cuando se analizo el INOX y IL12, existié una correlacion positiva entre
elios con una p de 0,0000.

Al clasificar los valores de INOX como normal cuando el resultado es de
< 10 ppb y anormal cuando es > 10 ppb. Segun los resultados obtenidos en
una poblacion asmatica y normal.’® Obtuvimos que 25 pacientes (52,1%)
presentaron INOX anormal en pacientes obesos con asma y 19 pacientes
(48,7%) en sujetos obesos sin asma. No obtuvimos diferencias estadisticas
significativas entre obesos con asma y sin asma (p = 0,31). Cuando se asocia
nivel de INOX y fratamiento solo con Inmunoterapia se encuentra resultado
significativo, tanto si se analiza por separado y de forma conjunta. Ver tabla
No.2.

Tabla No.2
INOX y tratamiento.
INOX INOX INOX ppb
<10 ppb >10 ppb
No. No. Media DE Valor de p*
pacientes | Pacientes
Obesos con 23 25 11,85 +8,45 NS
asma
Sin medicacién 7 6 11,4 18,44 NS
Salbutamol 8 11 12,24 +96 NS
Corticoide 4 8 12,9 + 7,26 NS
inhalado
Inmunoterapia* 4 0 4.9 + 3,93 0,04
Obesos sin 20 19 11,24 +7.71 NS
asma

* NS = No significativo.
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Discusion

El propésito de este estudio fue establecer un mecanismo inflamatorio
causal diferente entre sujetos obesos con o sin asma, medido por Oxido Nitrico
exhalado. Este Ultimo se encuentra elevado en pacientes con asma leve a
moderada’, sin embargo en nuestro estudio se enconiraron niveles de Oxido
Nitrico bajos en promedio 10,8 ppb no pudiendo correlacionarse con los niveles
asociados a eosinofilia, IgE y funcién pulmonar descrito por Saito y cols.” de
37,2 ppb. Seguramente se deba al tamarfo de la muestra y la clasificacion de
asma donde el 75% de los sujetos obesos asmaticos fueron clasificados como
Asma Leve Intermitente. Lo ultimo si correlaciona con los valores encontrados
en sujetos no atépicos sin sintomas del mismo estudio de 15,1 ppb.

No creemos que nuestros resultados hayan sido afectados por el uso de
esteroides, ya que excluyendo a los 12 sujetos del andlisis, este no cambia.
Llama la atencion los valores bajos obtenidos de Oxido Nitrico, ya que se
describe valores de 25 ppb como valor predictivo positivo y negativo del 100%
a 80% respectivamente para diagnéstico de asma y valores en promedio por

en%ima de 16,9 ppb que se asocian a inflamacion de la via aérea eosinofilica.
77-7.

Con los niveles tan similares de Oxido Nitrico exhalado entre ambos
grupos, podriamos sugerir gue Oxido Nitrico interviene muy poco en el estado
pro inflamatorio del obeso, donde no existe disminucién de la funcién puimonar
y tampoco se relaciona a un trastorno mecanico que afecta dicha funcion.
Como se muestra al comparar el VEF1 de ambos grupos con el IMC,
mostrando una correlacién positiva.”® Tampoco pudimos encontrar asociacién
de IMC y sexo femenino como se habia descrito en dos estudios previos, a los
cuales hicimos referencia. 7%

Uno de los hallazgos del estudio, fue que aquellos sujetos obesos
asmaticos recibiendo Inmunoterapia presentaban los niveles mas bajos de
Oxido Nitrico comparado con el resto de la muestra (p = 0,04), sugiriendo que
la inmunoterapia modula un proceso inflamatorio existente en individuos
obesos asmaticos.

Este hallazgo podria indicar que el INOX podria ser utilizado para
monitorizar la efectividad de la inmunoterapia, dado que estos 4 pacientes se
encontraban en fase de mantenimiento de inmunoterapia convencional
subcutanea. En otro estudio se observé la caida del INOX a la décima segunda
semana de inmunoterapia en relacién la nivel basal pre inmunoterapia, con
valoreswpor debajo de 8,9 ppb versus 12,6 ppb al ingreso al estudio (p =
0,038).
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Se necesitan mas estudios y una mayor muestra y seguimiento de estos
pacientes para valorar el uso de INOX para medir la efectividad de
inmunoterapia.

Si bien existe un nivel de Oxido Nitrico exhalado que debe considerarse
como normal (<10 ppb), este nivel puede ser mantenido por muchos tipos
celulares de una manera fisiol6gica; células endoteliales, epiteliales, neuronas
y plaquetas, que expresan la Oxido Nifrico Sintasa de forma constitutiva. Pero
la expresion de de Oxido Nitrico sintasa inducible obedece a un estimulo a nivel
de macrofagos, neutrofilos, células de musculo liso vascular y endotelial y
puede ser inducida por citocinas proinflamatorias como TNF alfa, IFNgamma e
Interleucina 1.8 De acuerdo a nuestros resultados observamos que a mayor
nivel de Oxido Nitrico exhalado mayor el nivel de IL12, pero sin diferencia
significativa entre grupos; siendo IL12 una citocina proinflamatoria, que sugiere
la existencia de un estado proinflamatorio; donde Oxido Nitrico actia como
inhibidor de macrofagos que producen IL12.

Otra explicaciéon de la elevacion sutit del Oxido Nitrico exhalado en
algunos individuos y otros no de ambos grupos, es del efecto broncoprotector
que tiene el Oxido Nitrico frente a un estimulo broncoconstrictor.

El efecto dual del Oxido Nitrico complica su analisis cuando se
encuentra en niveles intermedios como es el caso de casi la mitad de nuestros
pacientes. En la otra mitad podriamos indicar que no existe un proceso
inflamatorio subyacente como ha sido descrito por otros estudios.

En este estudio no hemos podido establecer un estado inflamatorio en
sujetos obesos sin asma, y exacerbado mucho mas aun por asma al ser
evaluados mediante Oxido Nitrico. Confraponiéndose a las hipétesis de
relacion asma y obesidad sugeridas por ejemplo con la relaciéon asma y leptina,
donde también pudo encontrarse un nexo entre inflamacion y asma pero solo
en varones.® Lo que sugiere que el proceso inflamatoric en un obeso es
ineficaz de alterar otro estado inflamatorio como asma. A pesar de la relacién
de un estado proinflamatorio en obesos,® este no ha podido ser demostrado en
este estudio, talvez, por el nimero de muestra o el grado de Obesidad.

Hemos encontrado hallazgos similares a los reportados por Leung y cols
donde los marcadores inflamatorios como INOX no difirieron entre nifos
obesos y no obesos con asma®; si bien no tenemos una poblacién control, los
niveles bajos encontrados soportan esta aseveracion. Tampoco hemos
encontrado una asociacién entre IMC e INOX en sujetos con asma, hallazgos
similares a lo reportado por Kazaks y cols.®
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Conclusion.

Creemos que asma y obesidad son dos entidades separadas que
coexisten en un individuo, pero hasta el momento no podemos aseverar que
una de ellas desencadena la otra. El complejo estado inflamatorio de asma no
se ve afectado por el estado proinflamatorio del obeso, tal vez porque este sea
muy leve. Se necesitan mas estudios para definir la situacion de estas dos
entidades patologicas.

El uso de INOX para monitorizar la efectividad de inmunoterapia, debera
ser motivo de debate y estudios en poblacion no obesa.
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