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INTRODUCCION

Son varias las causas que siguen motivando la investigacion en el campo de la salud
respiratoria, entre ellas; su compleja fisiopatologia y el conocimiento parcial de sus
relaciones con la genética, con la farmacologia, con el género, con los padecimientos
asociados, y con factores de riesgo tanto ambientales como sociales. La importancia
de dicha investigacion esta sustentada por la prevalencia e incidencia de
enfermedades respiratorias y co-morbilidades que alientan a intentar dilucidar de
manera mas especifica la intrincada relacion entre disminucion de la funcion
pulmonar, participacion genética y ambiente, aln mas cuando no hay suficientes
estudios en México que evalten en forma integral el impacto de estos padecimientos
en la salud (morbilidad directa y asociada), tanto a nivel social (ausentismo laboral y
escolar) como econdmico, (costos directos e indirectos) y que permitan racionalizar
los recursos disponibles para la atencion de los pacientes y tomar la medidas politicas
para enfrentar la llamada epidemia del siglo XXI [1]. Este trabajo de investigacion
evaluo la posible modificacion del efecto de la exposicion a PM2 5, sobre la inflamacion
de vias aéreas y funcién pulmonar, por la presencia de la proteina plasmindégeno
activador inhibidor 1 (PAI-1), esta proteina responde a diversos factores, como la
presencia de algunos polimorfismo e.g. (-675 4G/5G del SERPINE 1) o bien factores
de morbilidad cardiovascular y respiratoria. Para ello utilizamos un disefio de cohorte
en adolescentes obesos asmaticos y obesos no asmaéticos de la ciudad de México. En
Su primera seccion este documento presenta el planteamiento del problema y los
objetivos principales, seguidos de los antecedentes involucrados con la historia
natural de estos padecimientos y mecanismos relacionados, se consideré la funcién
pulmonar (VEF1, CVF, VEF1/CVF ) y la inflamacion de vias aéreas (Fraccion
espiratoria de Oxido nitrico; FeNo) como principales eventos de interés, mientras que
el indice corporal y/o estatus de sobrepeso y obesidad, asi como la exposicion a
factores ambientales (especificamente la exposicion a PM2.5) fueron considerados
como factores de riesgo o de exposicion y la concentracién en sangre de PAI-1, como
un posible modificador de efecto. Los objetivos se desglosan en dos principales, los
cuales quedan plasmados en dos diferentes articulos anexos. En la seccion de
meétodos se describen los procedimientos que se utilizaron para la obtencién de los

datos y su analisis, finalmente se describen y discuten los resultados encontrados.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ciudad de Meéxico tiene caracteristicas unicas de contaminacion ambiental
debido a su enorme poblacion y sus condiciones geogréficas, condiciones que
generan un ambiente ideal para la incidencia de enfermedades, de hecho, México
tiene una elevada prevalencia de enfermedades respiratorias [1, 2]. Aunado a
esto, se cuenta con muy pocos estudios en poblacion infantil y puberal en los que
se investigue el efecto de la exposicion a particulas contaminantes suspendidas, o
la interaccion por la presencia de factores genéticos y otros marcadores que
actuan sobre la inflamacion de vias aéreas y funcion pulmonar, por lo anterior se
presenta una oportunidad poco usual para el estudio de factores de riesgo y
padecimientos, mecanismos moleculares asociados y grupos susceptibles, para la
creacion de biomarcadores, la generacién de politicas publicas y estrategias para
el diagndstico y tratamiento, sobre todo cuando se sabe que la poblacién mas
susceptible son los nifios y adolescentes (ISAAC; 1991). El desarrollo de algunos
padecimientos respiratorios estd asociado principalmente a factores genéticos,
estilos de vida y el ambiente, de esta forma nos planteamos la siguiente pregunta
¢lInteractian estas tres condiciones en la inflamacion de vias aéreas y la
disminucién de la funcién pulmonar? Para respondernos ésta pregunta estudiamos
la proteina (PAI-1), de la cual tenemos la hipétesis de que funge como modificador
del efecto de la exposicion a PMzs sobre la inflamacion de vias aéreas y funcion
pulmonar, empeorando estos sintomas. PAI-1 tiene una participacion importante
en el mecanismo de degradacion de fibrina y deposicion de matriz extracelular;
cuando éste mecanismo no se activa de manera apropiada puede llevar a un
cuadro de remodelacién bronquial por inflamacién de vias aéreas, con
subsecuente disminucion en la funcién pulmonar (Buckova et al. 2002; Isordia-
Salas et al. 2009). Dado éstas interrogantes y los antecedentes existentes sobre el

tema, nos hemos planteado los siguientes objetivos:



OBJETIVOS

General

Evaluar la modificacion del efecto de la exposicion a PMzs sobre la inflamacion de
vias aéreas y funcidon pulmonar a diferentes concentraciones de la proteina (PAI-1)

en una cohorte de adolescentes obesos de la ciudad de México.

Especificos

1. Evaluar la asociacion entre el cambio en el indice de masa corporal a través del

tiempo y la funcién pulmonar.

2. Determinar la exposicion a PMzs en la poblacion de estudio mediante datos
ambientales provenientes de la red automatica de monitoreo ambiental de la

ciudad de México.

3. Evaluar el impacto de la exposicion a PMzs sobre la inflamacion de vias aéreas

y funcion pulmonar en los individuos.

4. Evaluar el impacto de la concentracion de PAI-1 sobre la inflamacién de vias

aéreas y funcion pulmonar en los individuos.

5. Evaluar la modificacién del efecto entre la presencia de PAI-1 y la exposicion a

PMz2.s sobre la inflamacion de vias aéreas y funcion pulmonar en ésta poblacion.



ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

Problemas respiratorios y Obesidad.

En la actualidad los problemas respiratorios tienden a ir en aumento a nivel
mundial, particularmente entre nifios y adolescentes.[l] En términos de
importancia para la salud publica, en México, cerca del 6 y 12.5% de la poblacién
infantil tiene estos padecimientos y ocupan el primer lugar como causa de
admision pediatrica. [2-5]. Muchos de los factores de riesgo que predisponen estos
padecimientos son ampliamente conocidos, dentro de los cuales entran las
caracteristicas particulares de la poblacion, destacando las condiciones de salud
de la madre durante el embarazo, la desnutricion, factores heredofamiliares asi
como el componente ambiental y el genético. Recientemente se ha sugerido que
la obesidad puede jugar un papel importante en los procesos respiratorios; a partir
de los estudios del genoma humano, diversos estudios han encontrado en
pacientes con asma una mayor presencia de los locus 5q, 6, 11q, 13 y 12q, los
cuales contienen genes candidatos tanto para obesidad como para inflamacién
cronica de vias aéreas, lo que refleja que la probabilidad de padecer algun
problema respiratorio siendo obeso especialmente en nifios de edad escolar

aumente hasta en 50% [5, 6].

La obesidad ademas se encuentra entre las principales causas de morbilidad en
adolescentes. El exceso de peso (sobrepeso/obesidad) en éste grupo es de cerca
del 30% [7]. La prevalencia de obesidad en la poblacion escolar y adolescente ha
aumentado significativamente en las Ultimas décadas, llegando a constituir un
importante problema de salud publica, siendo una de las patologias
predominantes [7]. Este cambio en la distribucion de la obesidad pareciera ser el
resultado de efectos ambientales sobre una poblacion susceptible, en donde se
han atribuido tanto factores sociales como habitos alimenticios, el aumento en el
consumo de alimentos hipercal6ricos, poca ingesta de proteinas y alimentos ricos
en grasas saturadas, junto con la disminucién de la actividad fisica y la vida

sedentaria. [8, 9]. La encuesta nacional de salud del afio 2012, publicé que para la
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poblacion en edad escolar (de 5 a 11 afios de edad), la prevalencia nacional
combinada de sobrepeso y obesidad en ese afio, utilizando los criterios de la
OMS, fue de 34.4% (19.8 y 14.6%, respectivamente). Para las nifias esta cifra es
de 32% (20.2 y 11.8%, respectivamente) y para los nifilos es casi 5 puntos
porcentuales mayor 36.9% (19.5 y 17.4%, respectivamente). Estas prevalencias
en nifios en edad escolar representan alrededor de 5, 664,870 nifios con
sobrepeso y obesidad en el ambito nacional. Por otro lado, el 35% de los
adolescentes tiene sobrepeso u obesidad. Esto representa alrededor de 6,325 131
individuos entre 12 y 19 afios de edad. En 2006 la prevalencia combinada de
sobrepeso y obesidad, bajo este criterio, fue de 33.2% (33.4% en el sexo femenino
y 33.0% en el masculino).

Inflamacion de vias aéreas y funcién pulmonar

Gran parte de los procesos inflamatorios a nivel pulmonar son evaluados a partir
de la medicion de la funcion pulmonar. Esta puede describirse como un conjunto
de procesos que incluye; a groso modo: la inhalacion, el intercambio de gases
entre aire-sangre y la exhalacién; su desarrollo comienza durante la infancia y se
acelera en la adolescencia antes de terminar como una funcion pulmonar
totalmente desarrollada y en promedio 5 afios después en los hombres que en las
mujeres. Se pueden distinguir 4 etapas en el desarrollo pulmonar: embriogénesis
(desarrollo del embrién), morfogénesis (desarrollo del aspecto externo e interno de
la configuraciéon pulmonar, vias aéreas y zonas de intercambio gaseoso),
diferenciacion (desarrollo de las células especializadas a partir de primitivas
precursoras) y crecimiento (expansion volumétrica pulmonar y masa tisular), esta
Gltima etapa se produce en la vida fetal y en la postnatal. El crecimiento de los
pulmones culmina alrededor de los 18 afios de edad; la diferencia entre un adulto
y un nifio radica principalmente en el numero de alvéolos, calculandose 400-600
millones y 100-150 millones, respectivamente y debido a que los problemas
respiratorios en el adulto inician en la edad pediatrica y de desarrollo, es relevante

conocer si dafios o deficiencias en etapas tempranas de la vida pueden afectar el



desarrollo y favorecer enfermedades en la edad adulta, por lo que realizar estudios
de la funcién pulmonar en etapas en que el paciente deberia haber madurado su
funcion pulmonar es altamente relevante ya que presentan una etapa de alta
susceptibilidad [10].

Pruebas para valorar la funcion pulmonar

Dentro de las pruebas que se utilizan para medir la enfermedad pulmonar se
encuentran: la evaluacion de la funcion pulmonar, esta mide el buen
funcionamiento de los pulmones, en la cual se inhala/exhala aire y se evalla la
eficacia del transporte del oxigeno hacia la sangre. El proceso de ventilacion de la
funcién pulmonar, consiste en la inhalacion y exhalacion del aire, el cual se
moviliza a través de las vias respiratorias superiores y llega hasta la zona de
intercambio gaseoso, esto se mide a través de la espirometria, la cual es una
técnica que mide volumenes y flujos pulmonares, generados en una maniobra de
espiracion maxima voluntaria [14], esta técnica permite medir cualquier dafio o
alteracion en las propiedades elasticas del pulmén que modificaran el proceso de
ventilacion; y puede medir tanto el tamafio del pulméon como el calibre de los
bronquios [15, 16].

La funcidon pulmonar se pueden conocer al medir ciertos parametros como:
capacidad vital forzada (CVF), volumen espiratorio forzado en el primer segundo
(VEF1) y el indice Tiffeneau (cociente VEF1/CVF). En términos generales, la
capacidad vital forzada (CVF) representa el maximo volumen de aire que puede
ventilarse (movilizarse) dentro y fuera de los pulmones y se ve disminuida en
presencia de algunas enfermedades o por algunos estimulos sobre todo
ambientales [16]. EL VEF1 representa la cantidad de aire que puede ser
expulsado por un individuo en el primer segundo después de iniciar la exhalacion,
teniendo los pulmones completamente inflados y realizando su maximo esfuerzo.
Se basa en gue normalmente en el primer segundo se expulsa la mayor parte del
aire de los pulmones (80% de la capacidad vital). El valor de VEF1 en personas

jovenes debe ser igual al 80% de la capacidad vital [16]. Se ha observado que el



crecimiento de las vias aéreas superiores se ve disminuida, por la exposicion a
contaminantes ambientales [17]. Por otro lado, el cociente entre el VEF1 y la CVF
se conoce como indice de Tiffeneau o cociente VEF1/CVF, este pardmetro indica
una obstruccion en los bronquios si los valores son < al 80%. Este indice es
importante ya que se puede determinar si los valores obtenidos de la CVF son
bajos debidos a una obstruccion o por algun tipo de malformacion [16]. Por otro
lado, existen pocos biomarcadores utiles para la deteccion de sintomas como
inflamacion y la funcidn pulmonar, recientemente en diversos estudios
epidemioldgicos y en algunas regiones de Estados Unidos y Europa, el estudio del
oxido nitrico exhalado (FeNo), se ha utilizado como herramienta para medir
inflamacion de la via aérea, dicha determinacion ha mostrado relacion entre
inflamacion y asma. Se han reportado niveles de (FeNo) mayores en los
asmaticos, comparados con los grupos control sanos, asi mismo con la presencia
de sintomas relacionados con asma en nifios. De hecho, recientemente se
propuesto el uso del (FeNO) como herramienta para el control de los pacientes
con asma, en el estudio de Pijnenburg, se determiné que el FeNo es un método
efectivo para predecir las recaidas de asma en las primeras 4 semanas, después
de haber terminado su tratamiento con esteroides inhalados. La medicion de eNOXx
se ha utilizado para evaluar alteraciones a nivel pulmonar que son detectables a
etapas tempranas[11-13] . La funcion pulmonar, puede verse influida por el
género, la altura, la edad, al igual que por la exposicion prenatal, la etnia, la
obesidad, la altitud del lugar de residencia, el consumo de tabaco, la alimentacion,
el nivel socioeconémico, factores genéticos, la contaminacion y enfermedades

pulmonares [18].

Contaminantes atmosféricos (PM’s)

Los contaminantes atmosféricos son uno de los principales factores que
contribuyen al aumento de las enfermedades cronicas y la mortalidad, impactando
en la salud publica de las poblaciones. Las enfermedades cronicas mas comunes

asociadas a este fenbmeno son: enfermedades pulmonares obstructivas cronicas



(EPOC), enfermedades cardiovasculares (ECV), asma [2] y cancer. Se ha
observado que los principales contaminantes que promueven las enfermedades
pulmonares crénicas obstructivas son el ozono, oxido de sulfuro, monoxido de

carbono, dioxidos de nitrégeno y particulas finas suspendidas (PMioy 2.5) [4].

Respecto a estas Ultimas, se sabe que tienen una mayor repercusiéon en la salud
en comparacion con otras moléculas, esto debido a sus caracteristicas y origen.
Las particulas suspendidas menores de 2.5 micrometros o PMa2s, son
contaminantes del aire constituidos por material sélido o liquido con diametro
menor de 2.5 milésimas de milimetro (figura 1).

Figura 1. Representacion gréafica a escala de PMzs.
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Fuente: www.calidadaire.df.gob.mx. Red Automatica de Monitoreo Atmosférico (RAMA)

Las PM2zs son tan pequefias que resultan invisibles a simple vista, permanecen en
la atmésfera por largo tiempo y recorren grandes distancias antes de ser
removidas. Algunas PM2s se emiten directamente a la atmosfera, originadas por
actividades antropogénicas, como son las provenientes de la combustion de
vehiculos diésel y de gasolina. Las PMzs se forman también a partir de reacciones
quimicas de gases emitidos a la atmdésfera, formando aerosoles de nitratos,
sulfatos y de compuestos organicos. En menor proporcion contribuyen las fuentes

naturales como las geoldgicas y biolégicas. Por ser tan diminutas, las PM2s



pueden ingresar y depositarse en el sistema respiratorio interno, causando serios
dafios. En la ciudad de México, de acuerdo con datos de la Red Automatica de
Monitoreo Ambiental (RAMA) las concentraciones de PM:s registradas desde el
afio 2004 a la fecha de este estudio se encuentran aun por encima de los valores
seguros para proteger a la poblacion, es decir por encima de las concentraciones
que la norma oficial mexicana NOM 025-SSA1-1993 [19] establecida como limite y
mucho mas elevadas si consideramos las concentraciones limite establecidas en
la actualizacion de la norma publicada en el 2014 [19]. Las particulas menores a
2.5 micrometros ( PM2s) de acuerdo a la norma para antes del 2014 debian

permanecer en 65 pg/m? promedio de 24 horas y 15 pg/m?3 promedio anual (linea
roja figura 2).

Figura 2. Concentracién promedio anual de PMzs
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Estudios recientes en diferentes ciudades del mundo muestran una asociacion
directa entre el aumento de las concentraciones de PMzs y el decremento de la
funcién pulmonar, el incremento de visitas a salas de hospitales, agravamiento de
afecciones pulmonares y cardiovasculares preexistentes, y la muerte prematura en
personas que padecen esas afecciones [20].

Parte del mecanismo de accion de estos contaminantes ambientales se cree que

es mediante la induccién de estrés oxidativo e inflamacion también asociados a
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susceptibilidad genética; esta triple interaccion (ambiente-gen-poblacion) parece
por lo tanto, ser el disparador de padecimientos como los mencionados
anteriormente [4]. Estudios epidemiolégicos han demostrado una clara asociacion
entre la morbilidad cardiovascular, aumento de hospitalizaciones, mortalidad y las
concentraciones en aire de compuestos fotoquimicos y particulas contaminantes
[21]. Se ha demostrado que la exposicion a corto plazo conduce a un efecto
inflamatorio agudo en las vias respiratorias normales en una pequefa pero
relevante proporcion de individuos (10-20%). Las consecuencias de la exposicion
prolongada a la contaminacién del aire son dificiles de medir pero en general se
cree gue el efecto es mayor del estimado. Estudios realizados en nifios y adultos
también han demostrado que la exposicibn a material particulado, diéxido de
nitrogeno y diéxido de azufre, entre otras, estan asociados con sintomas de
bronquitis. Ademas, la exposicion a estas particulas se ha relacionado con la

reduccion del crecimiento de la funcion pulmonar en nifios [4, 21].

En el caso de la relacién entre particulas suspendidas y el proceso respiratorio se
sabe que estas llegan al tracto respiratorio (TR) por varios procesos de deposicion
como: impactacion, sedimentacion, difusién, intercepcion y atraccién
electrostéatica, todos estos mecanismos son dependientes de caracteristicas
inherentes a la propia particula o factores bioldgicos [22], como se muestra en la
tabla 1.

Tabla 1. Factores que afectan la deposicién de las PM en el TR

Fisicoquimico Bioldgicos Referencia
Tamafio Anatomia de vias aéreas
Forma Ruta de respiracion(nasal y oral)

) L Yeh et al., 1976; Lippmann et
. Patron de respiracion
Densidad ] ) ] al.,, 1980; Bennett y Brown,
(volumen y ritmo respiratorio)
2005; Bezemer,

Carga eléctrica

Higroscopia

En México, Barraza y colaboradores encontraron que la exposicion a material
particulado (PMzs) genera inflamacion aguda en vias aéreas y disminucion de la

funcién pulmonar, estos resultados se obtuvieron de un estudio de cohorte con
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poblacion infantil en edad escolar y fueron similares para nifilos asmaticos y no
asmaticos [23]. Como se describié anteriormente existen diversos padecimientos
asociados a la contaminacion ambiental, sobretodo del tipo atmosférica, un buen
ejemplo de estos problemas de salud es el asma Yy sus sintomas relacionados,
por ejemplo; estrés oxidativo, funcion pulmonar, e inflamacion de vias aéreas,
estas dos ultimas de particular interés en este estudio ya que el asma es proceso
inflamatorio pulmonar crénico, asociado a la hiperrespuesta de la via aérea con
limitacion del flujo aéreo y sintomas respiratorios, en la tabla 2 se presentan
algunos hallazgos reportados en la literatura donde se pueden observar
asociaciones encontradas entre contaminacion por particulas suspendidas y

problemas respiratorios [24, 25].

Tabla 2. Asociacién entre material particulado y problemas respiratorios.

Estudio Hallazgo Referencia

Cohorte: Incrementos en PMz1o de 100 pg/m? en el mismo dia se asocian
112 nifios de Alemania  a una disminucién del 2.5% en los diferentes parametros de la Hoek et al., 1993
funcion pulmonar: (CVF, VEF1)

» ) Cambios de 10 yg/m®en PMio se asocian con una disminucion Horak et al.,
975 nifios de Austria )
de VEF1 de 0.23 ml/dia 2002
147 nifios asméticos y Incrementos de 17.4 pug/m? se asocian con un incremento de ) )
) 3 . ) ) Escamilla Nufiez
50 nifios sanos de 8.9% en sintomas como sibilancia 'y 10% en tos en nifios
. » etal., 2008
México asmaticos
Cohorte:
24 nifios Poloatitlan. Exposicion a PM2.5 presenta inflamacion sistémica 'y un Calderon et al.,
28 niflos Suroeste de incremento en los niveles de PCR 2008.
Cd. de México
Cohorte Asociacion negativa entre PMzs y VEF1 Barraza-Villareal
158 nifios asmaticos Niveles de IL-8 altos se asocian con la exposicion a PMzs en et al., 2008.
50 nifios no asmaticos nifios no asmaticos
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Plasmindgeno activador inhibidor 1 (PAI-1)

Recientes estudios han encontrado que el plasmindgeno activador inhibidor 1
(PAI-1), esta asociado a la disminucién de la funcién pulmonar en adolescentes
asmaticos y/u obesos, se ha demostrado que el grado de inflamacion sistémica y
el grado de obesidad en los grupos de adolescentes estudiados tienen una
correlacion negativa con la funcién pulmonar, lo que sugiere un patrén pulmonar
obstructivo, aunque el mecanismo no esta elucidado [26]. La proteina PAI-1 activa
o desactiva a una proenzima llamada plasminégeno dependiente del sistema PAS
(tPA y uPA), y cuyo producto final es el plasmin, enzima que a su vez esti
involucrada en la degradacion de fibrina y productos de la deposicion de la matriz
extracelular (DME) [27] (figura 3).

Figura 3. Sistema PAS y degradacion de fibrina.

| Factores genéticos | Marco conceptual
SERPINE 1 sin polimorfismo
-288 -263
A CGTCTG GA CACGT |GGGGGA| G TCAGCCG
GCAGAC CT GTGCA|CCC CCT] C AGTCGGC
-288 263 [ 5G A
CGTCTGGA CAC G TCAGCCG F
GCAGACCT GTG C AGTCGGC
| Factores ambientales |
tPA
A factor de transcripcion Pro-MMP PMas
(represor)
factor de transcripcion --- [PAI]
(promotor)
________ Inhibicién Plasminégeno Plasmin B
Activacion / —a Inflamacién
transformacion | TTTTTTTTTTTTTTOO —_—
MMP
———=o No hay ruta
— uPA
Mecanismo desconocido
C Degradacién Deposicion de la | Otros Factores
D de fibrina matriz extracelular
| Factores poblacionales | i i
Obesos con asma
Obesos sin asma Remodelacién bronquial e inflamacién F
Adolescentes I i
Funcién pulmonar
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Se cree que a nivel fisiologico el aumento en la concentracion de PAI-1 produce
una reduccién en la capacidad del sistema fibrinolitico y en la eliminacion de la
deposicion extracelular, lo que conlleva a la obstruccion y remodelacion de los
bronquios, inflamacion de vias aéreas y por lo tanto disminucién de la funcion

pulmonar (figura 4B).

La limitacion del flujo aéreo esta dada por broncoespasmo agudo, edema de la
pared bronquial, formacion de tapones de moco e inflamacién, y recientemente se
ha agregado lo que se conoce como “remodelacion bronquial” [2]. PAI-1 también
esta asociado a una red de otras moléculas que se ha descubierto tiene
implicaciones en la obesidad, encontrdndose PAI-1 en concentraciones elevadas
en obesos [28] (figura 4D) y pudiera tener un interaccion con la exposicion
ambiental a particulas contaminantes como PM2s (figura 4F), potenciando los
efectos, particularmente en la inflamacion de vias aéreas y funcién pulmonar en
sujetos susceptibles (adolescentes asmaticos obesos) derivados de la exposicion.
[29, 30].

Figura 4. Cambio en el sistema PAS a elevadas concentraciones de PAI-1.

| Factores genéticos |
SERPINE 1 263 Marco conceptual

-288
A CGTCTG GA CACGT |GGGGBA G TCAGCCG Con polimorfismo
5G A

GCAGAC CT GTGCA|CCC CCT C AGTCGGC
-288 -263
CGTCTGGA CAC G TCAGCCG
GCAGACCT GTG C AGTCGGC
288 Polimorfismo -675[4G/5G) 263

CGTCTG GA CACGT|GGGHA G TCAGCCG e F

GCAGAC CT GTGCA|CCC (T C AGTCGGC

| Factores ambientales |

tPA
Pro-MMP PMZS

Afactor de transcripcion

(represor) ﬁPAI R

factor de transcripcion
(promotor)

Plasminégeno leasmln

________ Inhibicién —1
Activacion/ | L. Inflamacion
transformacion -1

——a No hay ruta

uPA
Mecanismo desconocido E

C Degradacién Deposicion de la Otros Factores
D de fibrina matriz extracelular
| Factores poblacionales
o =
*SEXO

Obesos con asma

Adolescentes > Obesos sin asma

I Remodelacién bronquial e inflamacién h <TALLA
-ATOPIA

*PESO

Funcién pulmonar |¢&——————-
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MATERIAL Y METODOS

Estudio previo

El estudio madre del que se desprende el trabajo presentado en este documento
estuvo conformado por un grupo de adolescentes obesos con y sin asma con un
indice de masa corporal arriba de la percentil 95% , los cuales fueron sometidos a
una intervencion y la cual consistio en orientacion alimentaria, manejo con
psicoterapia y actividad fisica programada. El estudio se realizé en conjunto entre
el Instituto Nacional de Salud Publica y el Hospital Infantil de México, Federico
Gbomez (HIMFG), éste ultimo localizado en el area central de la ciudad de México,
encargado de atender una poblacion de nivel socioeconémico medio a bajo, que
proviene de todos los lugares del area metropolitana de la ciudad y cuyos
pacientes adscritos tiene de 0 a 18 afios de edad. EIl reclutamiento consistié en
invitar a participar a los adolescentes obesos que acudieron a consulta a través de
la clinica de obesidad del Hospital Infantil de México y remitidos al departamento
de alergias. Una vez que se comprobaba que el adolescente cumplia con el
criterio de obesidad de acuerdo a Cole[31], se evalué por un médico especialista
su estado asmatico en donde se utilizo el criterio GINA para su clasificacién, junto

con los siguientes criterios:

Criterios de inclusion: Sujetos de 10 a 16 afios de edad, ambos sexos, los obesos
no asmaticos debieron de carecer de antecedentes atdpicos, desear participar en
el estudio y presentar el consentimiento informado de sus padre y el asentimiento
del paciente.

Criterios de exclusion: Sujetos que padecieran una patologia diferente a las
mencionadas (cronicas o0 agudas) y pacientes con sindromes somatodismaorficos

(Sindrome de Prader Willi, Lawrence, Moon-Biedl, Carpenter, Summit, Cohen).
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Los obesos fueron valorados cada mes durante 6 meses y después cada tres
meses hasta terminar el estudio (30 meses O Visita numerol5), por médicos
investigadores especialistas encargados del estudio del Hospital Infantil de México

Federico Gomez.

Los pacientes clasificados como asmaticos fueron aquellos con diagndstico
médico de asma en base a su expediente o bien que en su expediente médico
presente sintomas como tos, disnea y sibilancias de 3 meses de evolucion o por lo
menos 2 episodios de broncoespasmo en los udltimos 12 meses. (GINA,

http://www.ginasthma.org/).

Los pacientes sin diagndstico de asma debieron no haber presentado sintomas de
enfermedad respiratoria en los Ultimos 12 meses. Durante el estudio se excluy6 a
aquellos pacientes que no asistieron a sus citas para valoracion (antropometria y
exploracion fisica) y a aquellos que desearon abandonar el estudio de manera
voluntaria. Asimismo a aquellos que presentaron problemas de salud durante el
seguimiento, tales como; con Tanner avanzado, caracterizado por ser mayor al

percentil 97 para edad y sexo basado en los estandares publicados.

Caracteristicas del presente estudio.

Tipo y disefio del estudio: Estudio cohorte longitudinal tipo panel (figura 5. Se
tomaron en cuenta pacientes con obesidad reclutados en el estudio previo, de
igual manera se usaron los criterios de inclusién y exclusién de acuerdo al disefio
original no obstante se excluyeron también aquellas personas de quienes no
tuvimos informacion completa o que los datos requeridos no cumplieran con los
propésitos de nuestro estudio. Se tomaron en cuenta las determinaciones de las
muestras basales para los datos inflamaciéon de vias aéreas y funcién pulmonar,
aunque esto influyé en que algunos pacientes en su primera evaluacion de la
funcién pulmonar o de medicion de inflamacién de vias aéreas no cumplieran con

el estado de obesidad como lo fue al inicio del estudio.
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Asmatico
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* Polimorfismo

Obesos * Exposicién PM, 5
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* Inflamacion de vias aéreas

’%

2006 2012
Inicio

Figura 5. Disefio del estudio (Cohorte).

La poblacién de estudio se conformd por adolescentes obesos asméticos y no
asmaticos de entre 10 y 16 afios de edad reclutados en el HIMFG en la ciudad de
México del afio 2006 al 2012.

Definicion de variables

Las variables Independientes principales fueron: IMC para uno de los objetivos del
primer articulo y la Exposicion a PMzs y la concentracion en sangre de la proteina
(PA1-1) para el segundo articulo. ElI IMC fue calculado mediante la medicién del
peso y talla, la exposicion a PM2s se midié6 mediante geo-referencia relacionando
el domicilio de los sujetos de estudio y la estacion de la RAMA mas cercana. Estas
mediciones fueron evaluadas a lo largo del tiempo en cada visita del paciente al
hospital infantil. PAI-1 se midi6 por ELISA a partir de muestras plasmaticas de
sangre almacenadas a -70 °C que se obtuvieron al inicio del estudio y cada 3
meses para cada participante, en éste caso se seleccionaron dos muestras por
paciente en dos diferentes momentos en el tiempo (primera y ultima visita) para
comparar los cambios con respecto al tiempo y empatar estas con los datos de
funcion pulmonar y contaminante en la fecha de medicion de ambos. PAI-1 fue
determinado ya que su concentracion en sangre (la concentracion normal
promedio es de 5 a 40 ng/ml, con valores medios de 20ng/ml [32, 33]) determina la
disponibilidad del sistema fibrinolitico, la modulacién de tal sistema responde

inhibiéndose a concentraciones altas de PAI-1 mientras que a concentraciones
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bajas actia como activador del sistema fibrinolitico, tal sistema es esencial para
eliminar depdésitos intravasculares de fibrina resultantes de la activacion fisiolégica
0 patologica del sistema de coagulacion. El sistema fibrinolitico desempefia
ademas un papel importante en diversas situaciones en las que se produce
protedlisis tisular, tales como inflamacion, invasion tumoral o neovascularizacion
[32, 34].

Las variables dependientes fueron: Funcion pulmonar e Inflamacion de vias
aéreas. Se tomaron en cuenta los parametros de VEF1, CVF VEF1/CVF para
evaluar la funcién pulmonar y las determinaciones de O6xido nitrico exhalado
(FeNO) para los datos de inflamacién de vias aéreas, ambos tanto funcion
pulmonar como FeNO fueron medidas a lo largo del tiempo (cada mesy cada 3 o

6 meses). Las variables de ajuste principales fueron: Obesidad, asma, sexo, edad.

Funciéon pulmonar

Espirometrias. Se tomaron los resultados de las pruebas de funcién pulmonar
realizadas por espirometria a través del Easy-One. Al inicio del estudio y cada ms
y posteriormente cada tres meses se realizaron dichas pruebas donde se midi6:
volumen espiratorio forzado en el primer segundo (VEF1), capacidad vital forzada
(CVF; 1), razon VEF1/CVF por espirometria, de acuerdo a la Sociedad Americana
del Torax (ATS 1995). La prueba se llevé a cabo maximo tres ocasiones durante la
visita hasta obtener la mejor prueba de tal manera que todas las pruebas fueran
aceptables al ser evaluadas por un neumélogo y se seleccionaron las mejores

para ser incluida en el andlisis.

Inflamacion

Oxido nitrico exhalado. A través de la medicién del 6xido nitrico exhalado se

evaluo el nivel de inflamacion a nivel pulmonar, por lo que al inicio del estudio y
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cada mes y posteriormente cada tres meses se realizaron pruebas de Oxido
Nitrico (NO) en aire exhalado. La medicion de la cantidad de Oxido nitrico se
realiz6 en un aparato ECO medics, modelo CLD88, Originario de Michigan, EU. El
eNOx se mide por quimioluminiscencia. La técnica esta estandarizada por la

Sociedad Americana del Térax.

El sujeto inhala el 6xido nitrico 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 de 50 L/segundo hasta tener una
meseta de 2 segundos y un total espirado de 4 segundos. La maniobra de
exhalacion se repitié hasta 3 veces por intento por 2 segundos y hasta obtener un
nivel de concordancia del 5%. El equipo empleado en esta prueba, pertenece al
Instituto Nacional de Salud Publica, se encuentra en el area designada para
estudios colaborativos con dicho instituto.

Evaluacion de la exposicion

Para conocer la exposicion al contaminante del aire, se asigno la exposicion a
material particulado (PM2.5) a cada uno de los participantes a partir de su domicilio
localizando el monitor de la RAMA mas cercano al mismo o a la escuela a la que
asistian. Cada domicilio particular y escolar fue geo-referenciado utilizando un
sistema de Informacion geografica (SIG) y la exposicidén se asigné en base al turno
al cual el participante acudia a la escuela o si se encontraba en su casa,
respectivamente. Para la generacion de las variables de exposicion de interés se
consideraron las concentraciones de PMzs de manera horaria para generar los
promedios diarios, maximos y minimos de 24 horas, promedios méviles de 8
horas, asi como también se generaran retrasos correspondientes a 1, 2, 4 y hasta
15 dias previos a la visita y toma de la muestra. Se consideraron otros
contaminantes como ozono y NO2 como posibles variables de confusion asi como
las variables meteoroldgicas contemplando humedad relativa, velocidad, direccion

del viento y temperatura.
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Determinacion de la concentracion de PAI-1

Se realizd la técnica ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay por sus
siglas en inglés (“ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas”) es una técnica
de inmuno-ensayo en la cual un antigeno inmovilizado se detecta mediante un
anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto detectable, como
cambio de color o algun otro tipo; la aparicibn de colorantes permite medir
indirectamente mediante espectrofotometria el antigeno en la muestra. En nuestro
caso, se utilizé el kit Duo Set ELISA development system, Human serpine E1/PAI-
1. Y el complemento Duoset ancilllary reagent kit 2 (5 plates) de R&D systems y se
siguieron las instrucciones del fabricante. Las concentraciones de PAI-1 se
hicieron en plasma libre de plaquetas a partir de muestras de sangre almacenadas
a -70 °C que se obtuvieron al inicio del estudio y cada 3 meses para cada
participante, en éste caso se seleccionaron dos muestras por paciente en dos
diferentes momentos en el tiempo para comparar los cambios con respecto al
tiempo y empatar estas con los datos de funcién pulmonar y contaminante en la

fecha de medicién de ambos.

Otras variables de interés

A partir del cuestionario basal, el cual se aplicé al inicio del estudio de origen
durante la primera visita al HIM, se consideraran variables como historia clinica,
antecedentes hereditarios, familiares, variables socio-demogréficas, sexo y
caracteristicas particulares de exposicion para cada uno de los participantes.
Ademas se consideraron otros posibles factores de confusion como actividad

fisicay dieta a partir de los cuestionarios recabados especificos para ello.

20



ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé un analisis exploratorio de la informacion obtenida. Se corroboré la
informacion capturada con la de la informaciéon en papel y los resultados que
entregaron los laboratorios. Se realizd un analisis para describir a la poblacion de
estudio. Se evaluaron las diferencias entre hombres y mujeres para las
caracteristicas sociodemograficas de los participantes, asi como las diferencias
entre estado asmatico y no asmatico. Asi mismo para la informacion obtenida de
funcion pulmonar y 6xido nitrico exhalado. Como parte de los objetivos del primer
articulo se exploraron asociaciones entre funcion pulmonar e IMC, sexo y edad y
estatus asmaticos, y como parte del segundo articulo se evaluaron las
asociaciones entre funcion pulmonar y 6xido nitrico exhalado con concentraciones
de PAI-1 y exposicién local a PMzs. Se analizaron las diferencias también para
concentraciones de PAI-1 entre sexo, estatus de obesidad, sobrepeso o normal
por IMC y asma y no asma. El analisis se realizd estratificado por sexo, para

identificar de forma mas precisa el efecto.

Para el ajuste de los datos se utilizd la informacion obtenida a partir de los
cuestionarios aplicados en el estudio de origen para variables que pudieran ser
consideradas como potenciales variables de confusion en las relaciones antes
mencionadas. Considerando el uso de medicamentos y presencia de sintomas
como parte de las principales. Se utiliz6 un modelo mixto lineal para datos
longitudinales con pendiente e intercepto aleatorio. EI modelo empirico fue el

siguiente:
Yij = Bo + Batij+ B2Xi + BaXitij + b1i + batij + €j

Se utilizo el paquete estadistico STATA 12.
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CONSIDERACIONES ETICAS Y DE BIOSEGURIDAD

Consideraciones éticas (basadas en la cohorte original)

Al participante se le informé acerca del estudio asi como los riesgos que puede
tener en el mismo, y solo se incluyo en el estudio previo consentimiento informado
de su padre o tutor y previo asentimiento del mismo. La informacion que se
genero durante el estudio fue utilizada Unicamente con fines de investigacion y no
se evidencio informacion particular de los participantes. El estudio se hizo bajo las
condiciones enmarcadas de la declaracion de Helsinki y dadas las caracteristicas
del mismo se considera que es de riesgo menor al minimo. EIl proyecto se registro
ante el comité de Etica del Instituto Nacional de Salud Publica y del Hospital
Infantil de México.

APORTACIONES RELEVANTES Y RESUMEN DE LOS ARTICULOS

Resultados ler articulo (Anexo 1)

“Caracterizacion de la funcién pulmonar asociada a cambios en el indice de masa

corporal en una cohorte de adolescentes de la ciudad de México.”

Este articulo tuvo como objetivo, evaluar la asociacién entre la funcién pulmonar y el
cambio en el indice de masa corporal a través del tiempo después de ser sometidos a
intervencion psicoldgica y nutricional supervisada en una cohorte de adolescentes obesos
asmaticos y no asmaticos de la ciudad de México. Encontramos que conforme aumentaba
la edad tanto el VEF1 como la CVF aumentaban de manera significativa siendo ésta
mayor en hombres que en mujeres; 526 ml (ICos% de 410.5 a 641 ml) y 155 ml (ICes0 de
66.7 a 245.1 ml) para VEF1, respectivamente y 192 ml (ICgs0 de 63.9 a 320.1 ml) y 676.9
ml (ICesss de 537.7 a 816.3 ml) para CVF, respectivamente. Sin embargo, entre
adolescentes de la misma edad el aumento en el VEF1 se ve afectado en un 2% menos
aproximadamente si el IMC aumenta; es decir, por cada 5 unidades de incremento en el
IMC el VEF1 aumenta solo en 472.5 ml (ICgs0 de 337.1 a 607.9 ml) y 138.4 ml (ICgs0 de

66.6823 a 245.1 ml) en hombres y mujeres respectivamente.
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Resultados 2do articulo (Anexo 2)

“Modificaciéon del efecto de la exposicion a PM.s sobre la inflamacién de vias
aéreas y funcion pulmonar por la presencia de la proteina PAI-1, en una cohorte de

adolescentes de la ciudad de México.”

Este articulo tuvo como propésito evaluar la modificacion del efecto de la exposicion a
PM.s sobre la inflamacion de vias aéreas y funcion pulmonar por la presencia del

producto genético del SERPINE1 en una cohorte de adolescentes de la Cd. de México.

Se observé que en promedio y para todos los participantes, por cada 10 ug/m? de
incremento en las concentraciones PM.s maximas del dia hubo un decremento del VEF1
en 22.8 ml (ICgs¢% -1.17, -46.9 ml), y de la razon VEF1/CVF de del 0.38% (ICgs%: 0.056, -
7.16%). Ademas, por cada 10 pg/m?® que incrementan las PM.s hay un decremento en el
VEF1, CVF y razén VEF1/CVF del 87 ml (p=0.027, Binteraccion=0.30ml, p<0.05), 73.85
(p=0.055, Binteraccisn=24 ml, p=0.090) y 1.16% (p=0.006, Binteraccion=-449 %, p=0.00)
respectivamente cada vez que aumentan las concentraciones de PAI-1 en 2 unidades
logaritmicas. Con respecto a la relacion de FeNOx y PM.s modificada por las
concentraciones de PAI-1, no encontramos una asociacion positiva a niveles altos de
PA1-1, sin embargo cuando evaluamos un modelo para asmaticos y no asmaticos se
observd un incremento del FeNOx a medida que las concentraciones de PM:s

incrementan siempre y cuando los pacientes fueran no asmaticos.
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RECOMENDACIONES

De acuerdo a nuestro resultados, estos sugieren que un programa
nutricional/psicolégica bien llevado o una educacion bien fundamentada desde la
infancia en base a la alimentacion y actividad fisica pudiera mejorar la calidad de
vida de las personas pues su crecimiento pulmonar no se veria afectado como
indican nuestros resultados, posiblemente reducir de peso en la adolescencia sea
efectivo y puede ser Util para rescatar parte de ese crecimiento pulmonar, aunque

este no tenga un comportamiento lineal en etapas avanzada del crecimiento.

Por otro lado, evaluar el perfil de PAI-1 de forma mas precisa puede ayudar a la
generacion de biomarcadores, que indiquen el grado de inflamaciéon pulmonar que
permita evaluar el riego en el que se encuentran los pacientes en términos de
salud respiratoria. Es de suponer que para establecer mecanismos y lograr
elucidar el complejo sistema de variables que condicionan el correcto desempefio
de la funcién pulmonar, es necesario realizar estudios mas detallados como

ensayos clinicos.

En cuanto a las particulas contaminantes, fue evidente que las PMzs se asocian a
la inflamacion y disminucion de la funcion pulmonar, estos resultados, concuerdan
con otros trabajos similares, por lo que sugieren que a pesar de los reglamentos y
meétodos de control de emisiones, es necesario, mas evidencia para regular ain
mas los limites permitidos respaldar con evidencias las politicas publicas y los
reglamentos para el control de emisiones contaminantes en beneficio de la

poblacion.
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