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Capitulo 1

INTRODUCCION

Contaminacion atmosférica

Uno de los mayores problemas ambientales que enfrentamos actualmente es la
contaminacion atmosférica. En el 2014 la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
determino que la contaminacion atmosférica provoca 7 millones de muertes prematuras por
afio, por lo que conocer sus posibles efectos en la salud humana y en el ambiente se ha
convertido en algo imprescindible. Asimismo, se ha demostrado una relacion entre ciudades
en rapido crecimiento y un aumento en problemas relacionados con la contaminacién
atmosférica (Yu, Tsunoda, y Tsunoda, 2011), de manera que ciudades altamente pobladas se
encuentran mas expuestas. En la Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) habitan
aproximadamente 21 millones de personas (ONU-Habitat, 2015), por lo que es considerada
una megaciudad®. Por lo anterior, es de suma importancia llevar a cabo medidas de
prevencion y de mitigacion de la contaminacion atmosférica, asi como evidenciar los efectos

en las poblaciones vulnerables como la poblacion infantil.

La contaminacion atmosférica se define como la presencia de sustancias en el aire que a cierta
concentracion, duracion y frecuencia causa efectos adversos en la salud de los organismos y
el ambiente (Yu, Tsunoda, y Tsunoda, 2011). Se puede clasificar de diversas maneras siendo
una de ellas: contaminacién atmosférica en interiores y contaminacion atmosférica en

exteriores.

Contaminacion atmosférica en exteriores

Aunque el origen de la contaminacion atmosférica puede ser natural, las fuentes
antropogeénicas son las que mas aportan contaminantes en centros urbanos haciéndolas el
principal enfoque de las regulaciones y marcos normativos. Las principales fuentes

antropogénicas son vehiculos automotores, procesos industriales, uso de solventes, polvo,

! Ciudades con una poblacién mayor a 10 millones (Calderén-Garciduerias, Torres-Jardon, Kulesza, Park, y
D’Angiulli, 2014)



procesos de combustion, entre otras (Phalen y Phalen, 2013). Estas fuentes emiten diversos
contaminantes, como los contaminantes criterio que se encuentran con mayor frecuencia en
el ambiente. Tanto en exteriores como en interiores, podemos encontrar a los 6 contaminantes
criterio que incluyen: ozono (Os), monoxido de carbono (CO), dioxido de azufre (SO>),

material particulado (PM), diéxido de nitrogeno (NOz) y plomo (Pb).

El uso de automdviles es una preocupacion primordial dentro de las megaciudades dado el
uso desmedido y rapido crecimiento del parque vehicular y los efectos adversos que pueden
tener sus emisiones en la salud humana y en el ambiente. Se ha encontrado una relacion entre
la proximidad a avenidas con alto transito y el aumento de incidencias de diversas
enfermedades (IPTD, 2012; Volk, Hertz-Picciotto, Delwiche, Lurmann, y McConnell, 2011).
Asimismo, el automovil es la fuente principal de algunos de los contaminantes criterio como
el PM, el cual se ha convertido en una preocupacion significativa a causa de sus posibles

efectos en la salud.

Contaminacion atmosférica en interiores

Debido a que la mayoria de las personas pasa el 90% de su tiempo en interiores (Cao et al.,
2005), la contaminacion atmosférica en interiores es considerada uno de los riesgos
ambientales a la salud publica mas importante. Sus principales fuentes son aparatos de
combustion, cigarro, materiales de construccion y mobiliario, productos de limpieza,
sistemas de calefaccion, humedad, humo derivado de cocinar, pesticidas (US EPA, 2017).
Asi como en el exterior, en los interiores se pueden encontrar principalmente a los
contaminantes criterio. Igualmente, ciertas concentraciones de contaminantes en el interior
pueden provenir del exterior, dependiendo de diferentes factores como la tasa de intercambio

del aire, ventilacion en interiores, entre otras.

La contaminacion en interiores en escuelas es una mayor preocupacion dado el nimero de
horas que pasan los nifios dentro de ella. Esto los convierte en una de las poblaciones méas
vulnerables a los efectos de contaminantes atmosféricos. Dicha vulnerabilidad es el resultado
de sus caracteristicas fisioldgicas, biolégicas y de comportamiento; asi como por su

capacidad de inhalacion de mayores volumenes de aire en relacion a su masa corporal, su



sistema respiratorio e inmune no desarrollados completamente y las actividades que realizan
en el exterior (Canha et al., 2016; Dunn, Burns, y Sattler, 2003). Dentro de las escuelas se
pueden encontrar los contaminantes criterio ya mencionados, asi como moho, bacterias y
alérgenos. Sin embargo, el PM es uno de los contaminantes de mayor preocupacion. Una de
las principales fuentes de PM dentro de las escuelas, son las emisiones de los automoviles
dado que normalmente las escuelas estan localizadas cercanas a una avenida con alto transito
(Jhun, Gaffin, Coull, y Huffaker, 2017). La mayoria de los estudios llevados a cabo se
enfocan en escuelas a una distancia menor de 1.5 km de la avenida primaria (Volk, Hertz-
Picciotto, Delwiche, Lurmann, y McConnell, 2011) y se debe tomar en cuenta que el PM
puede viajar cientos de kilébmetros dependiendo de las condiciones atmosféricas y
geograficas (Dong, 2014).

Material Particulado (PM)
El material particulado (PM) es definido como la mezcla de pequefias gotas de agua y

particulas solidas finas que se encuentran en el aire (US EPA, 2016).

Fuentes y composicién de PM

Las particulas principalmente se generan por medio de procesos de nucleacion?,
condensacion o coagulacion® (Dong, 2014). Las particulas pueden ser emitidas directamente
de la fuente por medio de procesos quimicos y fisicos, a las cuales se denominan como
particulas primarias, o formarse a través de reacciones quimicas debido a la interaccion entre
otros compuestos atmosféricos, siendo clasificadas como secundarias (Yu, Tsunoda, y
Tsunoda, 2011). El polvo proveniente de volcanes, desiertos, vegetacion e incendios es la
principal fuente natural de particulas primarias. Sin embargo, la contaminacion por PM se ha
asociado mayormente a areas urbanas donde las fuentes antropogénicas como procesos
industriales, quema de materia organica, transporte y polvo proveniente de suelos
perturbados son los primordiales. Mientras tanto, las particulas secundarias se forman como

resultado de reacciones dentro de gotas de agua y en agua condensada sobre particulas solidas

2 Formacion de particulas pequefias y estables por medio de fluctuaciones térmicas (Salvador, P. y Artifiano,
2000)

3 Movimientos aleatorios de particulas, provocando choques entre ellas, generando particulas de mayor
tamafio (Jacobs, 1999)



gue pueden ser modificadas por la presencia de especies reactivas, como radicales hidroxilos,
peroxido de hidrogeno y amoniaco, y acelerarse si hay una mayor temperatura; resultando
una variacion en la composicion de las particulas durante el dia (Dong, 2014; Phalen y
Phalen, 2013).

La composicion de las particulas no solo depende de las condiciones ambientales en las que
se encuentren, sino también varia de acuerdo con las fuentes que las emiten. Sin embargo, de
manera general, las particulas estan compuestas por sulfatos, nitratos, compuestos organicos,
metales, polvo y particulas biologicas (WHO, 2016). Como resultado de su heterogeneidad
de su naturaleza quimica para fines reglamentarios las particulas son clasificadas en base a
su tamafio, ya que esto puede modificar su toxicidad y efectos en la salud (Phalen y Phalen,
2013).

Tamario de PM

El PM esta compuesto por particulas cuyo diametro geomeétrico es dificil de medir a causa
de su forma irregular. Por lo que se supone una particula esférica perfecta, categorizandola
por su diametro aerodindmico que va de 0.001 a 100 um (US EPA, 2016). Referimos como
Particulas Suspendidas Totales (PTS) a las particulas méas grandes, sin embargo, no tienen
un limite de tamafio especifico dentro de todo el rango. Asimismo, se clasifican en cuatro:
particulas gruesas no inhalables (PMs10), particulas gruesas inhalables (PMag), particulas
finas (PM2s) y particulas ultrafinas (PMo.o1), siendo las de mayor relevancia PM1oy PM2s
(Figura 1.1) (Dong, 2014).

PM o abarca particulas con un diametro aerodindmico igual o menor a 10 um capaces de ser
inhaladas y penetrar las vias respiratorias superiores. Mientras que, PM.s se refiere a
particulas menores a 2.5 um y son capaces de alcanzar las vias respiratorias inferiores (Dong,
2014).
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Figura 1.1 Comparacion de tamafio entre un grano de arena,
cabello humano, PM.sy PMio (EPA, 2016).

Estandares de calidad del aire para PM

Como resultado de los efectos adversos que pueden causar en la salud humana, diferentes
instituciones han establecido un limite permisible para el PM, es decir establecieron un limite
para evitar, prevenir o reducir los efectos adversos para la salud en un periodo de tiempo
determinado que no se debe exceder (NOM-025SSA1-2014). La US EPA establecié un limite
para PMzsy PM1o de 35 pg/m® y 150 pg/m? respectivamente en un periodo de 24 horas, y de
15 pg/m?3 anualmente para PM.s (US EPA, 2016). Asimismo, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) determiné un limite anual de 10 pg/m®y 20 pg/m® para PMzs y PMig
respectivamente, mientras que para un promedio de 24 horas son de 25 pg/m?®y 50 pg/m?®
(WHO, 2005).

En el caso de México las normas aun no son tan rigurosas y los limites establecidos son méas
altos que los de la US EPA y la OMS. La NOM-025-SSA1-2014 de Salud ambiental
determina los valores limites para PM1o y PM2s en un promedio de 24 horas de 75 pug/m®y
45 pg/m3, respectivamente. Mientras que los limites anualmente para PMyo es de 40 pg/m?®
y para PMzs de 13 pg/m®. La NOM-024-SSA1-1993 establece un limite permisible para las
PST de 260 pg/m?® en 24 horas, sin embargo, no son usadas cominmente dado que en su

lugar se emplean las PMyo para evaluar la calidad del aire.



Efectos adversos en el ambiente y la salud humana

Los efectos que llega a provocar el PM dependen de su composicion y tamafio. El tamafio de
las particulas es uno de los factores mas importante con respecto a los efectos adversos en el
ambiente y la salud humana, dado que influye en su deposicion, vida media en el aire y
capacidad de entrar al organismo. Asimismo, los efectos que llega a provocar el PM también
dependen de su composicion.

En el ambiente, al lograr viajar grandes distancias por el viento, el PM llega a depositarse en
el suelo o agua afectando el ambiente, ocasionando la acidificacién de lagos y rios, cambios
en el balance nutricional en lagos, rios y suelos, dafios a los cultivos, contribucion a la lluvia
acida y afectando la diversidad en los ecosistemas. Igualmente, provoca una reduccion en la
visibilidad del ambiente, lo que se puede presenciar principalmente en las areas urbanas (US
EPA, 2016).

El impacto en la salud humana se debe a que el PM1o y el PM2s tienen la capacidad de
penetrar las vias respiratorias superiores y bajas, respectivamente, causando cambios agudos
y cronicos en el sistema cardiovascular y funcién pulmonar, ademéas hay evidencia de
asociacion con la muerte prematura en personas con enfermedades cardiovasculares o
respiratorias, arritmias, asma, disminucién en funcién pulmonar, irritacion en las vias

respiratorias e incremento en la mortalidad y morbilidad respiratoria (Schwela, 2000; US
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Figura 1.2 Deposicion compartimentada del PM (Guarnieri y Balmes, 2014)



EPA, 2016) (Figura 1.2). PM2s es de mayor relevancia dado que logra alcanzar los alveolos
y pueden ingresar al torrente sanguineo llegando hasta el cerebro, afectando el Sistema
Nervioso Central (SNC) resultando en déficits cognitivos, alteraciones en la estructura del
cerebro, y presencia de marcadores neuropatoldgicos asociados a enfermedades como la de
Alzheimer (AD) y la de Parkinson (PD), asi como a procesos de neuroinflamacion (Block y
Calderon-Garciduefias, 2009; Calderon-Garciduefias et al., 2015).

Neuroinflamacién
Los efectos provocados por el PM sobre el sistema respiratorio y cardiovascular han sido el

enfoque principal de diversos estudios epidemiologicos y normas preventivas, por lo que los
efectos adversos que puedan causar en el SNC quedan por ser estudiados. Sin embargo, se
tiene evidencias sobre la relacion entre el PM y dafios en el SNC, principalmente en

poblaciones vulnerables como nifios.

Se han propuesto diversas rutas por las cuales el PM, al ser inhalado, puede alcanzar el
cerebro, ya sea que alcancen los alveolos y atraviesen la barrera alveolo capilar llegando al
sistema vascular o entren mediante la mucosa olfatoria a través de neuronas receptoras
olfatorias o el nervio trigémino cruzando la barrera hematoenceféalica* (BBB) arribando al
cerebro (Genc, Zadeoglulari, Fuss, y Genc, 2012). Una vez que el PM se encuentra en el

cerebro uno de los efectos que puede causar es la neuroinflamacion.

Se le conoce como neuroinflamacion a la inflamacion cronica del SNC. ElI SNC es capaz de
activar su sistema inmunoldgico innato en respuesta a alguna lesion liberando moléculas
reactivas y mediadores proinflamatorios, asi como mecanismos antiinflamatorios (Brady,
George, Albers, y Price, 2011). Sin embargo, si esta respuesta inicial, conocida como
inflamacidon aguda, no tiene una resolucion y cesa, entonces se vuelve cronicay posiblemente

dafiina.

4 Barrera biolégica que separa el medio del SNC y la vasculatura conformado por células cerebrales
endoteliales que recubren a los capilares (Brady et al., 2011).
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Figura 1.3 Impacto de la contaminacion atmosférica en el cerebro por
medio de diferentes rutas (Genc et al., 2012)

Las células involucradas en la neuroinflamacién son la microglia y los astrocitos, siendo las
primeras de suma importancia durante el proceso de neuroinflamacion. La microglia deriva
de la médula dsea y sirve como los macréfagos® del SNC. Normalmente se encuentra en
reposo inspeccionando el microambiente del cerebro y en caso de alglin estimulo nocivo,
como el PM, es activada reclutando al sistema inmune para reparar el tejido (Figura 1.4). La
microglia puede ser activada por agentes proinflamatorios que logran atravesar la BBB y son
reconocidos por receptores tipo Toll (TLR)®. Asimismo, al encontrarse con algdn estimulo
nocivo la microglia es activada y libera agentes proinflamatorios como especies reactivas de
oxigeno, incluyendo superdxido (O2™), 6xido nitrico (NO) y peroxinitrito (ONOO™),
enzimas proinflamatorias como la ciclooxigenasa 2 (COX-2) y sintasa de 6xido nitrico
inducible (iNOS), y citocinas’ y quimiocinas, como la interleucina beta (1L-1p), interleucina
seis (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). A la vez pueden estar presentes otros
agentes como el &cido araquidénico (AA) y metaloproteinasas (MMPs). Las MMPs

aumentan la permeabilidad de la BBB, filtrando neutrdfilos® que liberan agentes

5 Célula fagocitica capaz de ingerir y digerir bacterias y detritos celulares (Solomon, Berg, Martin, & Ville,
éSL?’?ggeinas receptoras de reconocimiento de patrones que son activadas al detectar algiin microbio (Lyman et
éjlIF.;rig)elirAzl.s secretadas por células gliales e inmunes responsables por la sefializacién intercelular (Brady et al.,
82?Slli'))t;ulo blanco granular especialmente habil para encontrar e ingerir bacterias (Solomon, Berg, Martin, &
Ville, 1998).



proinflamatorios logrando activar la microglia. Al activarse la mircroglia y liberar enzimas
como COX-1, COX-2, lipooxigenasa 5 (5-LO) y citocromos P-450 convierten al AA en
protaglandinas y leucotrienos, que como agentes proinflamatorios, ayudan a reclutar
neutrofilos al sitio de la inflamacion. Esto es considerado los primeros pasos de la

inflamacién (Brady et al., 2011).
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Figura 1.4. Activacién de la microglia en la neuroinflamacion (Brady et al., 2011).

La presencia de todos los agentes anteriores puede seguir activando la microglia y exacerbar
la respuesta inflamatoria. Consecuentemente, se provoca una inflamacién aguda donde la
inflamacion puede ser resuelta y regresar a la homeostasis mediante citocinas
antiinflamatorias y mediadores lipidicos antifinflamatorios como lipoxinas, resolvinas y
neuroprotectinas. Sin embargo, si la inflamacion no es eliminada ocurre una sobre activacion
de la microglia causando una inflamacion cronica teniendo como resultado la muerte
neuronal y como Ultima instancia alteraciones cognitivas o lesiones permanentes en el SNC
que podrian conducir a enfermedades neurodegenerativas como AD y PD. La acumulacion
de microglia activa es conocida como microgliosis (Brady et al., 2011). La activacion de la

microglia se divide en dos fases: M1, consistiendo en cambios morfoldgicos y funcionales



de la microglia, y M2, la microglia se vuelve fagocitica. La ultima fase radica en fagocitar
restos celulares convirtiéndola en un punto clave para mantener la homeostasis en el SNC
(Lyman, Lloyd, Ji, Vizcaychipi, y Ma, 2014).

Los astrocitos son células gliales cuya funcién principal es mantener la homeostasis, dar un
soporte bioquimico de las células endoteliales que conforman la BBB, secretar factores
neurotréficos®, mantener el balance i6nico extracelular y regular el exceso de
neurotransmisores. Asimismo, modulan la red neuronal modificando el ambiente sinaptico,
es decir, tienen la capacidad de regular cudndo, como y cuéles neuronas son capaces de
comunicarse entre ellas. Sin embargo, no se tiene una idea clara de como la astroglia es
activada (Block y Calderdn-Garciduefias, 2009; Brady et al., 2011; Genc et al., 2012).

De la misma manera, la BBB es un componente importante en la neuroinflamacién dado que
el PM u otros componentes de la contaminacion atmosférica afectan la BBB, regulando tanto
su funcién quimica como fisica y produciendo sefiales proinflamatorias. Se ha propuesto que
esta respuesta sirve como un sensor proinflamatorio distribuyendo citocinas, ROS y PM al
parénquimal® cerebral, contribuyendo ain mas a la patologia del SNC (Block y Calderdn-
Garciduerias, 2009).

La neuroinflamacién se ha relacionado con una disfuncion sinaptica, inhibicién de
neurogénesis, muerte neuronal, deterioro cognitivo y una serie de enfermedades
neurodegenerativas; por lo que es de suma importancia identificar las poblaciones en riesgo,

encontrar medidas de prevencién y mitigacion, asi como hacer un diagndstico temprano.

Biomarcadores de efecto: Exosomas
Dado los efectos adversos que provoca el PM en la salud humana, como la neuroinflamacion,

es necesario encontrar biomarcadores!! que reflejen dichos efectos adversos, es decir

% Sustancias quimicas, secretadas por células en un tejido diana, que promueven el crecimiento y la
supervivencia de las neuronas (Purves et al., 2012).

10 |_os elementos esenciales o funcionales de un érgano (Medical Dictionary, 2017)

1 Aquella respuesta entre la interaccion de un sistema bioldgico y un xenobiético que puede ser cuantificable.
La respuesta puede ser funcional y fisiologica, bioquimica a un nivel celular o una interaccion molecular
(Strimbu y Tavel, 2011).
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biomarcadores de efecto®?. En las Gltimas décadas los exosomas han sido propuestos como

una fuente para el hallazgo de biomarcadores de efecto.

Los exosomas son vesiculas extracelulares que se encuentran en un rango 40 a 100 nm en
didmetro con una morfologia en forma de copa o circulares liberadas por diversos tipo de
células y capaces de mediar distintas funciones (Gupta y Pulliam, 2014; Simons, 2009).

Formacion

Primero ocurre la formacidn de vesiculas endociticas de la membrana plasmatica generando
un endosoma temprano. Al madurar el endosoma temprano se forma un endosoma tardio en
donde ocurre la evaginacion de su membrana creando los exosomas. Los endosomas tardios

que contienen vesiculas interluminales son también conocidos como cuerpos
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Figura 1.5. Formacion y liberacion de exosomas (A) Composicion de exosomas (B) Exosomas vistos mediante
microscopia electronica (C) (Chahar, Bao, y Casola, 2015; Muller, Mitsuhashi, Simms, Gooding, y Whiteside,
2016; Rashed et al., 2017)

12 Una alteracion bioldgica, fisiologica, comportamiento u otra en un organismo que, dependiendo de la
magnitud puede ser asociada con alguna enfermedad (WHO, 2011)
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multivesiculares (MVB). Los MVB pueden fusionarse con los lisomas para ser degradados
o fusionarse con la membrana celular lo que provoca la liberacion de los exosomas (Figura
1.5) (Zhang y Yang, 2017).

Composicién

De manera general los exosomas estan compuestos por proteinas, lipidos, mMRNA y miRNA.
Sin embargo, su composicion varia dependiendo de la célula de la cual provengan y las
condiciones fisioldgicas o patologicas. A la vez, la mayoria de los exosomas contienen
proteinas involucradas en el transporte y fusion de la membrana, formaciéon de MVB (e.g.
TSG101), integrinas y tetraspaninas (CD63, CD69, CD81 Y CD82), enzimas citoplasmaticas
(e.g. GAPDH) y proteinas de choque térmico (HSP70 y 90) (Rashed, Bayraktar, Helal, y
Abd-ellah, 2017; Simons, 2009). Algunas de estas proteinas se encuentran especificamente
en los exosomas, como TSG101 y CD63, por lo que funcionan como marcadores exosomales.
Igualmente, presentan proteinas que nos puedan indicar su célula de origen (Gallo, Tandon,
Alevizos, y lllei, 2012; Simons, 2009).

Los mecanismos de clasificacion de las proteinas y lipidos en los exosomas involucran
diversas proteinas como ALIX o el Complejo de clasificacion endosomal requerido para
transporte (ESCRT). EIl complejo ESCRT es necesario para reconocer y secuestrar proteinas
ubiquitinas y para el procesamiento de evaginacién para generar los exosomas (Lin et al.,
2015; Simons, 2009).

Liberacion, capturay funcion

Los exosomas son liberados al fusionarse los MVB con membrana plasmatica de la célula y
pueden ser capturados por células vecinas o distantes mediante diversos mecanismos. Al
Ilegar a la célula blanco los exosomas pueden interactuar de manera directa por medio de sus
proteinas transmembranas con los receptores de la célula blanco, fusionarse con la membrana
plasmatica de la célula y entregar sus contenidos al citosol de las células receptoras, o0 ser
internalizados y unirse a endosomas de la célula receptoras, donde serian degradados o
movidos a través de la célula blanco o secretados a células vecinas (Gupta y Pulliam, 2014;
Rashed et al., 2017).
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Los exosomas son capaces de eliminar proteinas o moléculas no deseadas en las células. Sin
embargo, su funcion principal es el papel que juega en la comunicacion celular al transferir
proteinas, lipidos y material genético de una célula a otra. Asimismo, su funcion va a variar

dependiendo de la célula o tejido de origen (Lin et al., 2015).

Exosomas como biomarcadores

Al ser liberados los exosomas bajo condiciones normales y patoldgicas, su contenido nos
refleja las condiciones en las que se encuentra el cuerpo humano. Asimismo, se encuentran
en diversos fluidos corporales incluyendo sangre, saliva, orina, leche materna, liquido
amnidtico y liquido cefalorraquideo (Lin et al., 2015), por lo que su deteccién puede ser de
manera invasiva 0 no invasiva. Estas caracteristicas, asi como su estabilidad al estar
protegidos los contenidos de degradacidn por su estructura membranosa, convierten a los
exosomas en un posible biomarcador para diversas enfermedades. Por ejemplo, se han
estudiado los exosomas para encontrar biomarcadores que hagan posible el diagnositico de
enfermedades como el cancer de pancreas, ovarios y vejiga, melanoma, hepatitis C,
enfermedad cronica del rifidn, asi como enfermedades del SNC (Barile y Vassalli, 2017; Lin

et al., 2015; Matsumoto, Kano, Akutsu, y Hanari, 2016; Properzi, Logozzi, y Fais, 2013)

Exosomas en el SNC
Los exosomas en el SNC son liberados, ya sea bajo condiciones normales o patoldgicas, por

la mayoria de las células del sistema, incluyendo neuronas, astrocitos, oligodendrocitos® y
microglia (Gupta y Pulliam, 2014). Al igual que todos los exosomas, aquellos derivados de
celulas del SNC presentan proteinas que nos indican su célula de origen, por ejemplo, los
exosomas provenientes de la microglia presentan CD13, asi como los procedentes de

oligodendrocitos tienen mielina (Kanninen, Bister, Koistinaho, y Malm, 2016).

Tienen la funcidn de ser mensajeros de la comunicacion entre células neuronales y deshacerse

de residuos de membrana y materiales celulares. Al deshacerse de residuos, como proteinas

13 Una de las tres mayores clases de células gliales cuya funcién principal es colocar la mielina alrededor de
los axones (Purves et al., 2012)
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obsoletas, RNA, materiales toxicos y residuos celulares mediante la secrecion de exosomas,
se convierten en un mecanismo de proteccion que tienen las neuronas (Zhang y Yang, 2017).
A la vez, participan en mantener la homeostasis neuronal y la plasticidad sinaptica. Por otro
lado, los exosomas liberados por la microglia pueden estimular la actividad sinaptica,
mientras que los exosomas liberados por células Schwann sirven para la comunicacion y para
ayudar a la regeneracion axonal después de haber ocurrido algun dafio (Gupta y Pulliam,
2014).

Asi como los exosomas pueden mediar procesos para el funcionamiento del cerebro en
condiciones normales, de igual manera estan involucrados en el desarrollo de algunos
trastornos neuroinflamatorios. Al servir como portadores de proteinas implicadas en
enfermedades del SNC como AP y a-sunicleina en AD y PD, respectivamente, los exosomas
pueden iniciar o propagar la enfermedad a células vecinas. lgualmente, los exosomas
liberados por microglia y astrocitos pueden ser absorbidos por células cercanas o atravesar
la BBB y circular en el torrente sanguineo, liquido cefalorraquideo y alcanzar otros fluidos
corporales para llegar a células distantes y viceversa. Asimismo, se ha demostrado un
aumento en la liberacion de exosomas bajo condiciones patoldgicas (Gupta y Pulliam, 2014;
Zhang y Yang, 2017).

Exosomas como biomarcadores en trastornos del SNC

La capacidad de los exosomas de atravesar la BBB y alcanzar distintos fluidos corporales
como la orina y la saliva nos proporciona informacion sobre la condicion de las células en el
SNC sin la necesidad de usar técnicas invasivas (Aryani y Denecke, 2016; Garcia-Romero et
al., 2017). Asimismo, un biomarcador debe ser facil de evaluar, ser especifico y altamente
sensible. Estas caracteristicas convierten a los exosomas en un posible biomarcador, ya que
los exosomas provenientes del cerebro pueden ser vistos como una lectura directa de la
condicion del SNC (Kanninen et al., 2016).

La habilidad de usar técnicas no invasivas para la obtencion de los biomarcadores nos permite
hacer un diagndstico temprano, lo cual es primordial en el caso de enfermedades del SNC.

Estudios protedmicos, es decir estudios enfocados al analisis de la expresion de patrones de
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proteinas, indican que la saliva seria una buena alternativa para el estudio de enfermedades
del SNC. Esto se debe a las ventajas que proporciona: su facil recoleccion, ya que no es
necesario tener un entrenamiento médico, requiere menos procesamiento previo al analisis

de proteinas que la sangre y su alto contenido de proteinas (Wormwood et al., 2015).

Se han propuesto diversos posibles biomarcadores en los exosomas, ya sean proteinas o
miRNA, para trastornos en el SNC relacionados con la neuroinflamacion como la proteina
a-sunicleina cuyos niveles se elevaron en exosomas de pacientes con PD, AB-42 en pacientes
con AD (Guptay Pulliam, 2014; Zhang y Yang, 2017). Tanto a-sunicleina y AB-42 se pueden
encontrar en saliva. Otro posible biomarcador para la neuroinflamacion es la proteina S100B.

S100b como biomarcador de neuroinflamacion
La familia S100 es una familia multigénica de proteinas de unidn al calcio consistiendo en

mas de 20 miembros con diferentes grados de homologia entre si a nivel de aminoéacidos.
Dentro de ella se encuentra la proteina S100B siendo el homodimero beta-beta, es decir que
consta de dos cadenas peptidicas idénticas y se localiza en el citoplasma y en el ntcleo de los
astrocitos. Asimismo, es posible encontrarla en otras células gliales como los
oligodendrocitos y células Schwann, asi como en células no neuronales, por ejemplo, en
melanocitos, linfocitos, adipocitos y células de la médula 6sea. Esta presente en diversos
fluidos corporales como liquido cefalorraquideo, sangre, liquido amni6tico, orina y saliva y
es eliminada principalmente por excrecion renal. (Michetti et al., 2012; Rezaei et al., 2017).

Se ha demostrado que S100B interactla con el citoesqueleto, regula algunas enzimas y juega
un papel en la proliferacion, sobrevivencia y diferenciacion de células. A la vez puede ser
secretada por los astrocitos e involucrase en el desarrollo y mantenimiento de la homeostasis
de SNC (Rezaei et al., 2017). Los efectos de S100B dependen de sus concentraciones. A
concentraciones nanomolares tienen la capacidad de proteger la supervivencia neuronal,
promover la extension de neuritas!* y participar en la regulacion del desarrollo y regeneracion

muscular. Mientras que, a concentraciones micromolares es capaz de inducir apoptosis y

14 Rama neuronal normalmente usada cuando el proceso en cuestion es un axén o una dendrita (Purves et al.,
2012)
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estimular la expresion de citocinas proinflamatorias. Es decir, S100B puede ejercer un papel
proinflamatorio asi como tener un papel en la resolucion de procesos inflamatorios (Michetti
et al., 2012). Debido a que S100B tiene un efecto tdxico a concentraciones altas es
considerado como un biomarcador de condiciones patologicas como tumores cerebrales,

lesion cerebral, trastornos psiquiatricos y enfermedades neurodegenativas.

Se ha demostrado que hay niveles elevados de S100B en pacientes que sufrieron un derrame
cerebral, insuficiencia cardiaca, tumores cerebrales, esclerosis multiple, AD, PD, esclerosis
lateral amiotrofica, esquizofrenia, depresion crénica, autismo y en condiciones fisioldgicas
de estrés como durante una actividad fisica vigorosa (AL-Ayadhi y Mostafa, 2012; Beer,
Blacker, Bynevelt, Hankey, y Puddey, 2010; Li, Lu, Wang, Zhang, y Shen, 2011; Michetti
etal., 2011, 2012).

Caracteristicas como tener un papel proinflamatorio a altas concentraciones, estar
relacionado a diversas condiciones patoldgicas, estar presente en diversos fluidos corporales
y poder obtenerlo de una manera no invasiva, convierte a la proteina S100B en un
biomarcador relevante para la neuroinflamacién, y su caracterizacion en muestras biolégicas
no invasivas resultaria de suma importancia para evidenciar los efectos de la interaccion de

los individuos con el ambiente.
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Capitulo 2

JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Justificacion

La poblacion infantil es considerada como una poblacion vulnerable dado que presentan una
mayor exposicion. Esto se debe a diversas caracteristicas que presentan como: una inhalacion
de mayores volumenes de aire en relacién a su masa corporal, un sistema nervioso central,
respiratorio e inmune no completamente desarrollados y la cantidad de actividades que
realizan en el exterior (Canha et al., 2016; Dunn et al., 2003; S. Wang et al., 2009).
Asimismo, la poblacion infantil pasa aproximadamente de 65 a 90% de su tiempo en
interiores, pasando la mayoria del tiempo en la escuela, por lo que futuros estudios acerca de
la calidad del aire en la escuela son de suma importancia (Annesi-Maesano, Baiz, Banerjee,
y Rudnai, 2013). Estudios han demostrado una relacion entre la contaminacion en exteriores
e interiores, principalmente la contribucion de PM proveniente de automoviles al interior de
escuelas (Cao et al., 2005; Chen, Gall, y Chang, 2016; Sunyer et al., 2015). Ademas, se ha
sefialado una asociacién entre un aumento de incidencias de enfermedades con la proximidad
a vias primarias (Volk et al., 2011). Por lo tanto, al localizarse la mayoria de las escuelas
cerca de avenidas con alto transito es de suma importancia estudiar la concentracion de los

contaminantes atmosféricos atmosférica en el interior de las escuelas y sus efectos en la salud.

El PM encontrado en exteriores como en interiores es de suma importancia dado que
mediante diferentes mecanismos logran alcanzar el cerebro resultando en diversos efectos
adversos en el SNC. Uno de ellos es la neuroinflamacion que puede provocar dafios en la
funcion celular o del cerebro y se ha asociado con déficits en el funcionamiento cognitivo,
aprendizaje, memoria, lenguaje, bajo rendimiento en pruebas de 1Q y enfermedades
neurodegenerativas (Annavarapu y Kathi, 2016; Block y Calderon-Garciduefias, 2009;
Calderén-Garciduefias et al., 2011). La mayoria de los estudios para demostrar la
neuroinflamacion requieren de la toma de muestras bioldgicas invasivas como lo es la toma
de sangre o de liquido cefalorraquideo, lo que puede generar complicaciones o perturbar la

integridad de las personas.
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Considerando las consecuencias que pueden ocurrir por la neuroinflamacion en poblaciones
vulnerables como la poblacion infantil, es de suma importancia estimar la exposicion de los
nifios al PM al asistir a escuelas cercanas a vialidades con alto trafico, asi como también es
primordial buscar biomarcadores mediante procedimientos no invasivos que permitan

identificar los efectos bioldgicos en dicha poblacién

Hipotesis
Los nifios de escuelas mas cercanas a vialidades principales tendran una mayor exposicion
al PMs25 y PM2s y este se reflejara en un aumento en biomarcadores de neuroinflamacion,

como la proteina S100B exosomal detectable en saliva.

Objetivos

General

La contaminacion atmosférica es un problema significativo para la poblacion infantil en la
Ciudad de México. Por esta razdn este trabajo tiene como objetivo general evaluar la
exposicién a PM1o y PM2 5 en escuelas cercanas a vialidades y relacionarlo con la expresion

del biomarcador de neuroinflamacion S100B en exosomas en saliva de nifos.

Particulares
e Evaluar la concentracion de PM en avenidas principales y en el interior de las escuelas
cercanas a ellas.
e Determinar la presencia de la proteina S100B en exosomas de saliva de nifios.

o Correlacionar la exposicion a PM1o y PM2s con el biomarcador de neuroinflamacion.
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Capitulo 3

MATERIALES Y METODOS

Zona de estudio

El estudio se llevo a cabo en la Ciudad de México (CDMX), capital de México, localizada a
una latitud de 19° 2" N y longitud de -99° 22" O y con una elevacion de 2,240 msnm. Al tener
esta elevacion, la presion atmosférica es 25% menor que al nivel del mar provocando que los
procesos de combustion sean incompletos. Se encuentra en una cuenca, rodeada
principalmente de cerros y montafias. Tiene una superficie de 1,485 km? en la cual se presenta
un clima principalmente templado subhimedo con temperaturas moderadas todo el afio y
precipitaciones variables entre 600 mm y 1200 mm anuales. Las condiciones atmosféricas
que se encuentran en la cuenca, asi como vientos dominantes provenientes del noreste,
provocan una inversion térmica agravando la contaminacion atmosférica (CDMX, 2016; Yip
y Madl, 2002).

La Ciudad de México ha tenido un aumento en la flota vehicular en las Gltimas décadas,
alcanzando aproximadamente 5,300,000 de unidades vehiculares registradas en el 2015
(INEGI, Vehiculos de motor registrados, 2015). Los automoviles dentro de la Ciudad de
México recorren alrededor de 14,000 km anualmente, sin embargo, del total de viajes diarios
el 29% se realizan en automovil privado, 60.6% en trasporte publico de baja capacidad, es
decir combis, microbdus, taxis, 8% en transporte publico masivo, como el metro, metrobus,
tren ligero, y 2.4% en bicicleta y motos. Debido al crecimiento en la flota vehicular la
velocidad promedio ha disminuido y en horas pico puede estar entre 8 y 11 km/hora
(SEMARNAT, 2009). Al estar la velocidad y la aceleracién asociadas con la combustion y
las emisiones tener velocidades tan bajas provoca una combustion incompleta. Aunado a
esto, los procesos de combustion no son llevados a cabo de manera adecuada al estar la
CDMX a una presion atmosférica 25% menor que al nivel del mar. El parque vehicular en la
CDMX es el principal generador de PM, emitiendo 51% del PM1o y el 42% del PM25 (ONU-
HABITAT, 2015; IPTD, 2012).
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En 2010 la poblacion infantil en la CDMX era de 1,937,538 nifias y nifios de 0 a 14 afios,
representando un el 22% de la poblacion total. De esta poblacion 1,066,275 corresponden a
la poblacion infantil que se encuentra en la primaria teniendo un rango entre 6 a 12 afios. Sin
embargo, la poblacion se encuentra en un constante crecimiento, para el 2015 la poblacién
total de la ciudad era de 8,918,653 habitantes, por lo que se supone que hoy en dia el nimero
de nifios es mayor (INEGI, 2010).

Seleccion de escuelas

La seleccion de escuelas primarias fue por medio de muestreo por conveniencia (Kageyama,
Sanin-Aguirre, y Romieu, 1997). A la vez, fueron geolocalizadas y georreferenciadas
utilizando Google Earth Pro con el cual también se determind la distancia entre la escuela y
la avenida primaria'® mas cercana. Se hizo la medicion de la distancia desde el centro de la
escuela al centro de la avenida. Usando como criterio una distancia maxima de 500 m a la
avenida principal mas cercana (Harris et al., 2015; Volk et al., 2011). Se utilizd el
Reglamento de transito de la Ciudad de México de 2015 para la clasificacion y determinacion

de las avenidas primarias.

Escuela A
El Colegio A es una escuela primaria inclusiva'® de caréacter privado ubicada en la zona
poniente de la CDMX (19.343943°, -99.241616). Se encuentra sobre una avenida primaria y

se localiza a 230m de otra avenida principal.

La escuela esta rodeada por un lado por la avenida primaria, un edificio y un barranco con
vegetacion. Cuenta con dos patios y con un salén por cada grado de primaria (figura 3.1).

15 Definida por el Nuevo Reglamento de Transito como “Un espacio fisico cuya funcién es facilitar el flujo del
transito vehicular continuo o controlado por seméaforo, entre distintas zonas de la Ciudad, las cuales pueden
contar con carriles exclusivos para la circulacion de bicicletas y/o transporte publico” (SSP, 2015)

16 Acepta nifios con necesidades educativas especiales dentro de su poblacién
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Escuela B
El colegio B estd compuesto por preescolar, primaria y secundaria y se encuentra al sur de la
CDMX en 19.286940, -99.164564. Esta ubicada en la interseccion de avenidas secundarias!’:

y la avenida principal mas cercana a ella se encuentra a 101 m.

La escuela tiene alrededor un conjunto de edificios y avenidas secundarias. A la vez, tiene
dos niveles y un patio central. La seccidén de primaria cuenta con aproximadamente tres

salones por grado escolar (figura 3.2).

Escuela C

La escuela C abarca desde maternal hasta preparatoria y esta localizada en la zona sur de la
CDMX. La avenida primaria més cercana a ella se localiza a 378 m y se encuentra rodeada
por edificios y avenidas secundarias (figura 3.3). Asimismo, cuenta con un patio central y

dos salones por grado escolar.

1" Definida por el Nuevo Reglamento de Transito como “Espacio fisico cuya funcion es permitir el acceso a
los predios y facultar el flujo del transito vehicular no continuo; en su mayoria conectan con vias primarias y
sus intersecciones pueden estar controladas por semaforos” (SSP, 2015)
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Monitoreo de PM atmosférico

El monitoreo de PM atmosférico se llevé a cabo en cada escuela de 3 a 5 dias en la misma
semana durante el horario de clases. Se eligié un salon diferente por dia de monitoreo, es
decir se tuvo un minimo de tres salones por escuela, basandonos en los criterios de estudios
previos (SINPHONIE, 2014). EI monitoreo se realiz6 mediante dos detectores
nefelométricos de material particulado, DYLOS DC1700 (Dylos Coorporation Riverside,
CA, USA) colocando un monitor en la avenida primaria mas cercana y el otro dentro del
salon de clases, realizando un monitoreo simultaneo. Ademas, se tomaron las condiciones
atmosféricas de humedad relativa, temperatura y direccion y velocidad del viento de cada
muestreo, tanto en los salones como en las avenidas, por medio de la estacién meteoroldgica
portatil WMRB89A (Oregon Scientific, USA) (Figura 3.4C).

Dentro del salén el monitor DYLOS fue colocado en un estante a la altura de los nifios,
aproximadamente 1.30 m, donde no interfiriera con las actividades escolares. Asimismo, la
estacion meteoroldgica fue puesta a un lado del monitor y conectada a una computadora
portéatil con el fin de tomar una imagen de pantalla al software de la estacion WMR89 cada
20 min para obtener los datos in situ de las condiciones atmosféricas. El sensor de viento fue
colocado en un tripie, con una altura alrededor de 30 cm, y llevado a la azotea 0 a un espacio
abierto, donde no hubiera obstaculos. Sin embargo, se tuvo que tomar en cuenta el rango de
deteccidn del sensor de viento y de la estacion meteoroldgica principal para la eleccion del

saldn con el prop6sito de perder los menos datos posibles (Figura 3.4D).

Para la obtencion del PM de la avenida se determind una linea lo mas recta posible de la
escuela a la avenida y se colocé un monitor DYLOS al nivel de ojos sobre la avenida. A la
vez se ubicoé en una zona donde no hubiera algun obstaculo que pudiera causar alguna
interferencia. Junto con el monitor de PM se coloc6 un sensor de temperatura y humedad y
se recolectaron los datos cada 20 min (Figura 3.4A).

Cabe destacar que la CDMX tiene un comportamiento estacional, es decir que durante la
época seca (invierno a primavera) hay un aumento en la concentracion de PM, mientras que

en época humeda (verano a otofio) hay una disminucion (Pratt et al., 2011) (Yip y Madl,
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2002), por lo que, el monitoreo se llevd a cabo en la temporada seca fria en los meses de
enero, febrero y marzo. Asimismo, se realizé durante el horario de clases 8:00-14:20 h en el
cual analizando los datos de las estaciones de monitoreo de la RAMA se observa un aumento
de PM de 8:00 a 9:00 h y de 14:00-15:00 h a través de los afios de acuerdo con los datos

reportados por mes y en un monitoreo de 24 h.

Figura 3.4 Experimento para la determinacion de PM de una escuela. Posicion del monitor de PM en la avenida
primaria con sensor de humedad y temperatura montado (A). Sensor de viento colocado en el techo de la escuela (B)
Estacion meteoroldgica Oregon Scientific WMR89 (C) Posicion de monitor de PM, estacion meteorol6gica WMR89
y la computadora portétil dentro de un salon de clases (D) Detector nefelométrico de PM Dylos DC1700 (E).

Escuela A
El monitoreo de PM se realizé del 16 al 20 de enero de 2017 en tres salones diferentes de las

8:00 a 14:20 h. El salon de 5° de primaria se llevo a cabo el 16 y 17, 4° de primariael 18 y
19 y 3° de primaria el 20. EI monitor de PM, asi como la estacion meteorolégica, se colocd
dentro de los salones en un estante que se encontraba cerca de la ventanay el sensor de viento
se coloco en el techo de la oficina principal. Una vez colocado el monitor en el salon, se
ubicd el segundo monitor sobre la avenida primaria en el estacionamiento del colegio
(19.344014, -99.241352) (ANEXO | Figura L.1).
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Cada salon tenia aproximadamente 13 alumnos y contaba con mesas de madera aglomerada,
pisos ceramicos y ventanas que daban a la avenida principal. Sin embargo, habia una barrera
de vegetacion entre la avenida y los salones. A la vez, se estaba realizando el cambio de

pizarron de gis a plumén durante la semana que se hizo el monitoreo atmosférico.

Escuela B

El monitoreo se realiz6 del 30 de enero al 2 de febrero de 2017 en salones de 3° grado, a
excepcion del 1 de febrero que se llevé a cabo en 2° grado de primaria. Se hizo durante el
horario de 8:00 a las 13:00 h. EI monitor DYLOS, la estacion meteoroldgica y la computadora
portatil se colocaron en un estante al fondo del salon y el sensor de viento en la azotea. Para
la obtencion de datos de la avenida principal se ubic el monitor en su avenida principal méas
cercana (19.286637, -99.163583) (ANEXO I Figura L.11).

Dado el rango de deteccion del sensor de viento, los salones donde se realizé el monitoreo
atmosférico se ubicaban en el segundo piso. Todos los salones contaban con pisos de
cerdmica, escritorios de madera aglomerada, pizarrones de gis y ventanas que daban al patio

central de la escuela. Cada salén contaba con aproximadamente 20 alumnos.

Escuela C

En la escuela C se llevé a cabo del 27 de febrero al 2 de marzo de 2017 desde las 07:50 a las
14:20 h. El 27 de febrero el monitor se colocé en un salon de 5° de primaria, el 28 de febrero
y 1 de marzo en el salon de 4° y el 2 de marzo en 3° de primaria. La estacion meteoroldgica,
la computadora y el monitor de PM se situaron en un estante lateral al lado contrario de las
ventanas. El sensor de viento se colocd en una valla metalica en el tercer nivel del colegio
donde no hubo ningun obstaculo que impidiera la obtencidn de la direccion y velocidad del
viento. En el caso de la adquisicion de datos de PM de la avenida principal se ubico el monitor
de PM sobre el camellon entre la avenida primaria y su lateral (ANEXO | Figura L.111).

27



Los salones de primaria donde se realizé el monitoreo atmosférico se encontraban en la planta
baja y contaban con ventanas que daban al patio principal de la escuela, asi como pizarrones

de gis y bancas de madera aglomerada. Cada salon tenia aproximadamente 30 nifios.

Cuantificacion de PM atmosférico

Se realiz6 una prueba de Grubb para cada dia de muestreo de cada escuela con el proposito
de eliminar aquellos valores discrepantes o atipicos (p < 0.05) en comparacién con los valores
restantes. Asimismo, se descartaron aquellos dias de monitoreo atmosférico que no contaban
con un minimo de 70% de los datos de montitoreo durante el horario de clase, los cuales

fueron aproximadamente 390 datos por dia.

Se determind la cantidad de PM dentro de los salones escolares y en las avenidas primarias
mediante dos detectores nefelométricos de PM Dylos DC1700, los cuales monitorean PM2 s
y PMs25 en unidades de numero de particulas por pie cubico. Con el fin de estandarizar
ambos monitores y hacer una correccion a los datos in situ se dejaron monitoreando por 15
horas en un cuarto cerrado donde no habia alguna fuente de PM evidente, ademas el flujo de
aire fue calibrado por una tercera persona. Asimismo, para lograr comparar los datos con

estandares oficiales se convirtieron los datos a pg/m?, por medio de la ecuacion [1].

.PM
Con (“g/m3) = Npy ("”7) x3531.5xM(ug) ... [1]
Donde Cpm Concentracion de PM

Nem  NUmero de particulas

M Masa de PM

Se hizo un ajuste de la concentracion de PM utilizando los datos de humedad relativa y
temperatura obtenidos por la estacién meteorol6gica WMR89 portatil, mediante la siguiente

ecuacion: [2]

6 (M9/,2) = Cow (22) wx (FST) 129
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Donde Cs Concentracion final de PM
H Humedad relativa

F Factor de correccion'®

Razon Interior/Exterior (1/0)

Se ha indicado que parte de la contaminacion en interiores puede corresponder a la
contaminacion en el exterior, por lo que posteriormente, y de acuerdo con varios estudios, se
busco una relacion entre PMs,5y PM2s del exterior con aquel en el interior de los salones
mediante una razén de cambio, con el proposito de utilizarlo como un indicador de la
contaminacion en interiores (Branis, Reza¢ova, y Domasova, 2005; Cao et al., 2005; Chen et
al., 2016; Chithra y Nagendra, 2014; Cyrys, Pitz, Bischof, Wichmann, y Heinrich, 2004; Guo
et al., 2010; Holmes y Pardyjak, 2014).

Analisis de muestras biolégicas y biomarcadores

Recoleccion de Muestras

Se recolectaron muestras de saliva de aquellos alumnos que voluntariamente desearon
participar y cuyos padres de familia estuvieron de acuerdo, 6 alumnos en la Escuela A, 13 de
la Escuela B y 11 de la Escuela C. Se les entregd un sobre conteniendo una carta de
consentimiento informado y una breve explicacion del estudio, un instructivo para la
obtencion de la muestra, un cuestionario para los padres de familia y un tubo de 50 mL para
centrifugacion con el fin de que se llevaran a casa. Se les pidi6 a los padres de familia que se
recolectara un minimo de 5 mL de saliva de los nifios, de preferencia en la mafiana antes de

ir al colegio. Una vez entregada la muestra de saliva se guardaron a —80 °C.

Aislamiento de exosomas

Se aislaron los exosomas de la saliva de los participantes por medio de ultracentrifugaciones
seriales, siguiendo la metodologia de Lasser et al., 2011. La saliva se diluyé 1:1 con solucion
tampon fosfato salino (PBS), es decir se colocaron 4mL de saliva y 4mL de PBS en tubos de
centrifugacion de policarbonato. Con el fin de quitar células y restos celulares (Figura 3.5A)

18 Factor que toma en cuenta cualquier masa que se adiciona a las particulas a causa de las condiciones de
humedad (Arling, Connor, & Mercieca, 2010).
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se centrifugd a 15,300 x g por 20 min a 4 °C utilizando una ultracentrifugadora Optima XPN-
90 (Beckman-Coulter, USA) con un rotor modelo 80ti (Beckman-Coulter, USA).
Sucesivamente, se recolectd el sobrenadante en otro tubo de centrifugacion y se centrifugé a
41,400 x g por un periodo de 70 min a 4 °C para formar un pélet de exosomas (Figura 3.5B).
Posteriormente, se decanto el sobrenadante y se resuspendio el pélet con 35 uL de PBS para
verterlo en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Se rompieron las membranas celulares
para liberar el contenido de los exosomas mediante sonicacién, cada 30 s 5X, utilizando el

sonicador MicrosonTM Ultrasonic cell disruptor (Misonix, USA).

Figura 3.5 Aislamiento de exosomas mediante centrifugaciones
seriales. Primera ultracentrifugacion para eliminar las células (A) y
pélet de exosomas después de la segunda ultracentrifugacion (B)

Cuantificacion de proteinas

Se colocaron 10 pL de la curva patrén de albdmina de suero bovino (BSA) entre un rango
0.025 a 1pg/mL por triplicado en los pozos de una microplaca de 96 pozos de fondo plano
(Thermo Scientific, MA, USA). En la misma placa se afiadié por duplicado 1pL de la muestra
de salivay 9 puL de PBS para obtener una dilucién 1:10. Posteriormente, se agregaron 200pL
de reactivo de Bradford 1:5 en cada pozo. Asimismo, se colocaron por triplicado 210 pL de
agua inyectable y reactivo de Bradford (1:5) con el fin de utilizarlos como controles. A
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continuacion, se hizo una lectura en el
espectrofotometro  utilizando un lector de
microplacas Synergy™ HT (Biotek, USA) a una
longitud de onda de 595 nm y 450 nm, ambas
longitudes fueron utilizadas para ajustar la curva :
(Figura 3.6) (Ernst y Zor, 2010). La curva fue |«

utilizada para determinar la concentracion final de | "% ‘ -

la proteina para obtener 30 pg de proteina. Figura 3.6 Muestra de lisados de
exosomas y curva patrén preparada
para la lectura en el espectrofotdmetro.

Técnicas de inmunodeteccion/Western Blot

Una vez calculada la cantidad de proteina necesaria de las muestras para obtener 30 pg de
proteina y mezclada con el azul de bromofenol en un tubo de microcentrifuga, las muestras
fueron calentadas por 15 min en el termociclador MultiGene Optimax (Labnet International,

Inc., USA) y colocadas en hielo por 5 min.

Posteriormente, se realizd la electroforesis donde las muestras fueron cargadas en geles con
espacios 1.0 mm, asi como 5 pL de dos marcadores de peso molecular: una escalera con
marcadores proteicos biotinilados (Biotinylated Protein Ladder) (#7727, Cell Signaling
Technology, USA) y un estandar de proteinas de diferente peso molecular pretefiido
(Prestained SDS-PAGE Standards) (#1610318, BIO-RAD, USA) los cuales fueron

B

25| -
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Figura 3.7 Caja de electroforesis con muestras cargadas (A) Membrana de
nitrocelulosa con las muestras de saliva y un marcador de peso molecular con Rojo
Ponceau (B)
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colocados cada uno en un extremo del gel. El marcador biotinilado fue calentado previamente
en conjunto con las muestras. Se llevo a cabo la electroforesis en dos horas a 100v (Figura
3.7A). El marcador biotinilado detecta un peso molecular desde 10 a 200kDa y el pretefiido

tiene un rango de proteinas con un peso molecular que va desde 7.1 a 209 kDa.

Sucesivamente, se cortaron membranas de nitrocelulosa de 6.5x8.5cm para hacer la
transferencia, la cual se realizé a 100v por 1 hora. Tanto en la electroforesis como la

transferencia se utilizé el Bio-Rad PowerPac (Bio-Rad, USA).

Se afiadio rojo de Ponceau a la membrana al terminar la transferencia con el fin de verificar
su correcta realizacion, seguido por lavados con agua desionizada (Figura 3.7B). Una vez
eliminado el rojo de Ponceau, se dejo bloqueando la membrana con 10 mL albumina al 5%
por 1 hora continuado por 2 lavados rapidos y 1 de 5 min de TBS Tween. A continuacion se
coloc6 10 mL del anticuerpo primario S100B (ab868, abcam) a una dilucién 1:30,000 durante
toda la noche, es decir un minimo de 8 horas. Se realizaron 2 lavados rapidos y 1 de 5min de
TBS-Tween 0.1% seguido por 10 mL del anticuerpo secundario anti-conejo IgG-HRP diluido
1:10,000 (Cell Signaling Technology, USA). Posteriormente, se hicieron dos lavados rapidos
y se dejo lavando la membrana con TBS-Tween por un minimo de 1 dia con el propdsito de

eliminar el ruido de fondo.

Una vez terminados los lavados, se revel la membrana utilizando el C-DiGIT® Blot Scanner
(LI-COR, Inc., USA) cuya base es un analisis quimioluminiscente por lo que se le coloco
previamente a la membrana 0.75 mL de la solucion luminol y 0.75 mL de la solucion
perdxido del reactivo para deteccion Amersham EC Select Western Blotting (GE Healthcare
Life Sciences, USA). Se dejaron escaneando las membranas por 12 min y se recolectaron las

imagenes a través de Image Studio.

Posterior al revelado de la proteina S100B, se le realizo el desprendimiento del complejo de
anticuerpos S100B (stripping) de la membrana, para colocarle los anticuerpos primarios
contra las proteinas TSG101 y CDG63, los cuales son utilizados como marcadores de

exosomas. Después de ser revelada la membrana se lavd 2 veces rapidamente con TBS-
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Tween 0.1% y 1 vez con TBS por 5 min y se le vertié aproximadamente 10 mL de hidroxido
de sodio al 0.2M por 10 min. A continuacion, al igual que para la proteina S100B se coloco
rojo de Ponceau, se lavé con agua desionizada y se dejé bloqueando con 10 mL de albumina
al 5% por 40 min. Se realizaron los lavados con TBS-Tween 0.1% y se colocaron 10mL del
anticuerpo primario TSG101 (ab30871) (1:1,000) durante toda una noche; seguido por otros
lavados de TBS-Tween 0.1%, 10mL del anticuerpo ab134045) secundario anti-conejo 1gG
(1:10,000) por una hora y su revelado. A continuacion, se realizé el mismo procedimiento
para el anticuerpo primario CD63 (ab134045) (a una dilucion 1:1.000) y su anticuerpo
secundario anti-conejo 1gG a 1:5,000.

Cuantificacion del biomarcador
Los biomarcadores fueron cuantificados por analisis de densitometria de imégenes utilizando

el software Image.J (https://imagej.nih.gov/ij/), donde se obtuvieron el minimo, maximo y

promedio de la banda seleccionada, asi como de su fondo basandonos en la escala de grises.
Para adquirir los valores finales de la cuantificacion se hicieron los calculos para obtener la
razén de la proteina neta y el control neta. En este caso nuestra proteina fue S100B vy el
control TSG101, cuyo peso molecular es de 21-24 kDa y 50 kDa, respectivamente. Los
calculos se realizaron con base en la metodologia de Davarinejad, mediante la siguiente

ecuacion con unidades arbitrarias de densitometria:

(255 — BP) — (255 — FP)
(255 — BC) — (255 — FC) ™

Donde BP Promedio de la banda de la proteina

Razon de la proteina =

FP Promedio del fondo de la proteina
BC Promedio de la banda del control
FC Promedio del fondo del control

Aplicacion de cuestionarios y aspectos éticos
Una vez hecho el monitoreo atmosférico en los salones de primaria se aplico un cuestionario
al maestro de cada salén con el proposito de conocer ciertas caracteristicas del salon como

su sistema de ventilacién y el uso de productos de limpieza, asi como su percepcion de la
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calidad del aire dentro del salon. Este cuestionario estd basado en el reporte final de la
Comisidn Europea sobre los efectos del ambiente escolar en la salud de los nifios (EC, 2006)
(ANEXO VI).

Se les entregd un cuestionario a los padres de familia de aquellos nifios interesados en
participar de manera voluntaria con el fin de proporcionar informacion del historial medico,
lugar de residencia, exposicion al humo de tabaco, habitos alimenticios, y otros posibles
factores de confusién. De igual manera, este cuestionario también fue elaborado con base al
Reporte final de los efectos del ambiente escolar en la salud de los nifios (ANEXO VII).
Asimismo, se les entregd una carta consentimiento (ANEXO VIII).

El reclutamiento y toma de muestras de los menores de edad participante se realiz6 de
acuerdo con lo establecido en la Ley General de Salud en materia de investigacion para la
salud (Salud, 1984), (Titulo segudno, capitulo Ill, articulos 34-39: “De la investigacion en
menores de Edad o Incapaces™). De acuerdo al articulo al articulo 17, la investigacion que
involucra toma de muestra de saliva u orina se cataloga como de riesgo minimo. La toma de
muestra se realiz6 de acuerdo con los articulos 36-37, previo consentimiento informado
firmado por quienes ejerzan la patria potestad, y de la aceptacién del menor de edad para ser
sujeto de investigacion, previa explicacion de la naturaleza del estudio. Los datos del
monitoreo ambiental en interiores y exteriores se realizaron in situ, y las muestras bioldgicas
se analizaron en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, donde se hizo el
resguardo y analisis de las muestras y manteniendo también la confidencialidad de los

participantes en todo momento.

Anélisis estadistico

Los célculos estadisticos se realizaron mediante el programa IBM APSS Statistics version
24.0 (IBM Corp., USA). Se calcularon los valores promedios y las desviaciones estandares
de los datos. Se analizaron las posibles asociaciones entre las condiciones atmosféricas y las
concentraciones de PM2sy PMs2s, se utilizé la correlacion de Spearman (p < 0.05) cuando
los datos no cumplieron con una distribucion normal, mientras que se ejecutd una correlacion

de Pearson (p < 0.05) cuando la distribucion era normal. Asimismo, se realizaron pruebas de
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Kruskal-Wallis para los datos del PM en las diversas escuelas, la razon interior/exterior y los
datos de la cuantificacion de la proteina; considerando que cumplen las condiciones para
realizar pruebas no parameétricas. Se utilizo la prueba de Tukey-Kramer para multiples
comparaciones, mediante el programa STATISTICA version 8.0 (StatSoft, Inc., USA), se

considerd significancia cuando p<0.05.
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones atmosféricas
Las condiciones atmosféricas registradas en el exterior e interior de los salones para cada

escuela durante los dias de muestreo se muestran en la Tabla 4.1.

En los salones de la Escuela A se registré una temperatura promedio de 17.01 + 2.49 °C, con
un maximo de 20.9 °C y un minimo de 12.2 °C. Igualmente, se obtuvo una humedad relativa
que se encontraba entre 31 % y 52 %, manteniendo un promedio de 43.63 %. Mientras que
en su avenida principal la temperatura oscilaba entre 13.1 °C y 43.3 °C, presentando un
promedio de 27.52 £+ 6.80 °C. La humedad relativa tuvo una variacion entre 20 % y 42 %,
presentando un promedio de 26.58 + 6.75 %. Ademas, la velocidad del viento se mantuvo
entre 0 m/s 'y 4.3 m/s, con un promedio de 1.07 £ 0.74 m/s y su direccion fue principalmente
al NO (ANEXO IlI Figura I11.1).

La Escuela B tuvo una variacion de temperatura entre 18.8 °C y 23.6 °C presentando un
promedio de 21.05 °C. Hubo una oscilacion en la humedad relativa entre 37% y 47%,
manteniendo un promedio de 41.13 + 2.80 %. Asimismo, en su avenida principal mas cercana
se registrd un rango de temperatura entre 15.5 °C y 28.1°C, teniendo como promedio 21.68
+ 3.66 °C y una humedad relativa que varia entre 14 % y 42 % y presenta un promedio de
32.78 £ 5.77 %. Finalmente, la velocidad del viento se mantuvo entre 0 m/s y 1.7 m/s, con
un promedio de 0.90 + 0.52 m/s y una direccion del viento que no tiene predominancia, esto
se puede deber a que se encuentra rodeada de edificios y el aire se queda atrapado (ANEXO
11 Figura HIL1).

Dentro de los salones de la Escuela C la temperatura varié entre 20.6 °C y 25 °C con un
promedio de 22.95 + 1.25 °C y con un rango de humedad relativa entre 20 % y 46 % y un

promedio de 34.32 £ 7.63 % en los 5 dias de muestreo durante el horario previamente
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sefialado. Mientras tanto, en su avenida primaria mas cercana se registré una temperatura
entre 14.8 °C y 32.2 °C con un promedio de 25.36 + 4.03 °C y una humedad que oscilaba
entre 10 % y 53 % con una media de 24.75 + 10.88 %. La velocidad del viento se mantuvo
entre 0 m/s 'y 2.7 m/s, teniendo como promedio 1.19m/s (ANEXO III. Figura 111.V) y una
predominancia al O.

Tabla 4.1 Condiciones atmosféricas promedio registradas durante
los dias de muestreo en cada escuela

Escuela Temperatura Humedad  Velocidad del
°O relativa (%)  viento (m/s)
A Avenida 2752 +6.80° 26.57 +6.75" 1.07£0.74
Salones  17.01+250% 4351 +553"
B Avenida 21.68+3.69° 32.78+577°  0.90+0.52
Salones  21.19+1.22%  41.06+2.7°
C Avenida 25.35+4.06 24.73+10.99 1.24 +0.82
Salones  22.95+1.25° 34.32+7.63"
b os valores en columnas seguidos por diferentes letras son significativamente
diferentes (p < 0.05)
Al comparar los datos de las tres escuelas por medio de una prueba de Tukey-Kramer, se
encontro que si existen diferencias significativas entre ellas (p < 0,05), tanto en la temperatura
como en la humedad relativa; a excepcion de la temperatura en la avenida y en los salones
de la Escuela B, entre las avenidas de la Escuela B y C; asi como en la temperatura y la
humedad relativa entre las avenidas de Ay C y entre los salones de la Escuela B y la avenida
de la Escuela C. Asimismo, no se encontraron diferencias significativas entre la velocidad
del viento de las escuelas. Las diferencias encontradas entre las escuelas se pueden deber a
que las escuelas se encuentran en diferentes puntos de la ciudad y cada una tiene

caracteristicas particulares.
Realizando una correlacion de Pearson para la Escuela B y C, cuyos datos presentaban una

distribucion normal, y una correlacion de Spearman para la Escuela A se encontrd un alto

grado de relacion negativa entre la temperatura y la humedad en la Escuela A (r =-0.797, p
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<0.05), Escuela B (r =-0.606, p < 0.05) y la Escuela C (r =-0.808, p < 0.05). Esto indica que
a medida que la temperatura disminuyd, la humedad aumentd linealmente (Figura 4.1).
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Figura 4.1 Relacién entre temperatura y humedad relativa de todos los datos registrados en campo,
asi como la regresion lineal (p < 0.05) para la Escuela A (A), Escuela B (B) y Escuela C (C)

Caracteristicas de los salones

La tabla 4.2 muestra las caracteristicas generales de las escuelas a partir de la informacion
obtenida de los cuestionarios aplicados a los maestros. Ningun salon contaba con aire
acondicionado. En el 80% de los salones los alumnos se encontraban presentes al utilizar
productos de limpieza, de estos el 20% utilizaban medidas preventivas al utilizarlos como
abrir las ventanas. Algunos salones mostraban dafios por humedad y polvo, 30% y 40%,
respectivamente. La mayoria de los maestros, 80%, considera que la calidad del aire dentro
de los salones y en el exterior es buena. Asimismo, todos los alumnos realizan actividades en

el exterior.
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Tabla 4.2 Caracteristicas generales de los salones en las tres escuelas
Escuela
A (n=3) B(n=4) C(n=3) Total (n=10)
Salones que cuentan con aire
o 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
acondicionado
Los alumnos estan presentes al usar

o 3(100%) 2 (50%) 3 (100%) 8 (80%0)
productos de limpieza

Utilizan medidas preventivas 0 (0%) 0 (0%) 2 (67%) 2 (20%0)
Los salones presentan
Polvo 0(0%) 2(50%) 2 (67%) 4 (40%)
Darios por humedad 1(33%) 1 (25%) 1 (33%) 3 (30%)
Calidad del aire en el salon
Buena 3(100%) 3(75%) 2 (67%) 8 (809%6)
Pobre 1(25%) 1 (33%) 2 (20%)
Calidad del aire en el exterior
Buena 3 (100%) 4(100%) 1 (33%) 8 (80%)
Pobre 2 (67%) 2 (20%)

Los alumnos si realizan actividades en
) 3 (100%) 4 (100%) 3(100%) 10 (100%)
el exterior

Monitoreo de PM atmosférico

Escuela A

La figura 4.2A muestra la concentracion de PM: en la avenida principal mas cercana de la
Escuela A durante los 5 dias de muestreo en el horario de clases. La linea roja representa el
limite permisible de la NOM-025-SSA1-2014, el cual es de 45ug/m?® en un promedio de 24hr,
y la linea azul marino representa el limite permisible establecido por la OMS de 25 pg/m?.
La concentracion de PM2s en la avenida primaria tiene una gran oscilacion, entre 46.75ug/m?®
y 1.71 pg/m?, con un promedio de 28.75+ 10.79 pg/m3. A excepcion de un valor registrado
a la 9:11am de 46.75pg/m® durante el monitoreo llevado a cabo el 18 de enero, todos los
demas se encuentran por debajo del limite permisible en México. Asimismo, la mayoria de

los datos son menores al limite establecido por la OMS.
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Figura 4.2 Concentracion de PMzs (A) y PM.25 (B) en la avenida primaria mas cercana a la
Escuela A durante los 5 dias de monitoreo. LP NOM: limite permisible para PM,s NOM-025-SSA1-
2014 (45 pg/m® promedio por 24 h) y para PST NOM-024-SSA1-1993 (260 pg/m® promedio por 24hr). LP
WHO limite permisible establecido por la WHO para PM2s (25 pg/m?® promedio por 24 h) y PMy (50 pg/m?®
promedio por 24 h). 40



De la misma forma, la figura 4.2B demuestra la concentracion de PMs2s en la avenida
primaria méas cercana a la Escuela A. Dado que no se especifica un limite restrictivo del
tamanio de las particulas se utilizo el limite permisible de la NOM-024-SSA1-1993 para PST,
en la cual se establece un limite de 260 pug/m?® en un promedio de 24 h y se representa en una
linea roja. Asimismo, se compararon con los limites establecidos por la OMS, dado que no
establece un limite para PST se compard con el limite para PMio de 50 pg/m®. La
concentracion de PMs2s en la avenida presentd un promedio de 200.80 + 176.80 pg/m3 y
vario ampliamente entre 45.72 pg/m3y 3173 pg/m3, la variacion del rango es a causa de los
picos del dia 17. Tanto para la concentracion de PM2s como para PMs25 se observa que
durante el monitoreo del 17 de enero ocurrieron varios picos alrededor de las 10 h. Esto se
puede atribuir a la presencia de un mayor numero de automdviles durante ese tiempo.

Asimismo, la mayoria de los dias presentan picos por arriba del limite establecido.

De igual modo, la figura 4.3A nos indica la concentracion de PM. dentro de los salones de
la Escuela A durante los dias de monitoreo en el horario de clases y se presenta el limite
permisible de acuerdo con la NOM-025-SSA1-2014 vy el limite establecido por la OMS de
25 pg/me. La concentracion se encuentra dentro de un rango entre 11.76 pg/m® y 68.62
ug/m?3, al igual que las concentraciones de PM. s en la avenida mas cercana uno de los picos
mas altos ocurrié durante el monitoreo del 17 de enero. Sin embargo, podemos observar que
la mayoria del dia 18 la concentracion se mantuvo por encima del limite permisible en

México.

Mientras tanto, la figura 4.3B nos indica las concentraciones de PMs2 5 dentro de los salones,
la cual tuvo una fluctuacion amplia entre 86.68 pg/m?® y 5233.70 pug/me. Todos los dias se
encuentran por arriba del limite establecido por la NOM-024-SSA1-1993 para PST de 260
ug/me. Asimismo, se puede ver un pico abrupto a la misma hora el 17 de enero y parte del
dia 18 de enero tiene una concentracion superior a los demas dias. Tanto para PM2sy PMs2s
dentro de los salones, estos picos pueden ser ocasionados por el uso de aerosoles y/o
productos de limpieza que se utilizaban mientras los alumnos se encontraban adentro. Cabe
mencionar que al inicio de la semana de monitoreo se estaban cambiando los pizarrones de

gis por pizarrones de plumones pudiendo contribuir a las altas concentraciones de PMs;s.
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Cabe resaltar que la direccion del viento en la Escuela A (ANEXO I11. Figura I11.1) predomina

hacia el NO y NE, por lo que tomando en cuenta la posicion de la escuela y de la avenida

primaria, parte del PM proveniente de los vehiculos automotores se dirige hacia la escuela 'y

tiene la posibilidad de penetrar a los salones. Diversos estudios han demostrado la capacidad

de penetracion del PM de exteriores a interiores, dependiendo de la velocidad del aire, las

dimensiones de la abertura y el tamafio de la particula (Cao et al., 2005; Catalano y Koutrakis,

2000; IARC, 2016).

Al realizar una correlacion de Spearman, se encontrd una relacion negativa marginalmente
significativa entre la temperaturay PM2s (r=-0.478, p<0.05) (Figura 4.4A) y un mayor grado

de relacion negativa entre la temperatura y la concentracion de PMs2s (r= -0.679, p<0.05)

-
o o
[ J

o
o
[ J
o0

°
°
°

Concentracién de PM2.5 [ug/m3] >

5.
%
%

y =-0.7159x + 42.025
R? = 0.2607

) o °.‘
° ® o
10 Qe .‘ ow‘
°
0
0 10 20 30 40
Temperatura [°C]
C 1
£
60 |\ -0.7564x-0.5959 ®
o R? = 0.491 L £ K
) 50 o

- g
a 40 e Y ®
O e ®
o ° -
530 o‘ﬁ} ¢
S ° oot
€ 20 S ang¥e o0
8 10 ° ¢
o
(@) [ J

0

0 10 20 30 40 50

Humedad relativa [%]

50

60

B 2500
— )
£ 2000 y =-28.561x + 1190.2
> (d 2
= ) R2=0.216
o 1500 s
N ®
A 3
)
z :; °
c
S 1000 L
S ’O’
£ ."
@ 500 | R ST ttell
g - .
8 s *“’mo
0 .
0 10 20 30 40
Temperatura [°C]
D 2500
B °
£ y = 28.872x - 457.28
= 2000 R? =0.3525 °
)
n o
N 1500 s ¢ ¢
2 ° . :.
(]
T 1000 ® ® 48 o4
S o @o.-"
S ’ o
8 o‘. (] (]
= 500 ] o ... ’
Q o’
g k oo
g ..' ..
O 0

o

10 20 30 40 50
Humedad relativa [%]

50

60

Figura 4.4 Relacion entre la concentracion de PM; sy temperatura en los salones (A), PMs; s y temperatura en la
avenida primaria (B), PM.sy humedad relativa en los salones (C) y PMs2s y humedad relativa en la avenida

primaria (D) en la Escuela A

43



(Figura 4.4B). Por otro lado, se hallé un alto grado de relacion positiva entre la humedad y
PM2s (r=0.715, p<0.05) y PMs25 (r=0.775, p<0.05) (Figura 4.4C y 4.4D, respectivamente).
La figura anterior nos demuestra que la concentracion de PM2sy PMs; s, incluyendo la de la
avenida primaria y en los salones, incrementa cuando la temperatura decrece, mientras que
la humedad relativa aumenta. Diversos estudios como Banerjee, Singh, y Srivastava (2011);
Bhaskar y Mehta (2010); Jian, Zhao, Zhu, Zhang, y Bertolatti (2012) y H. Li, Guo, Han, Tian,
y Zhang (2015) han demostrado una relacidon negativa entre la concentracion de PM vy la
temperatura, coincidiendo con nuestros resultados. Sin embargo, la relacion positiva que se
encontrd entre la concentracion de PM y humedad relativa discrepa de estudios como
Banerjee et al. (2011) y Bhaskar y Mehta (2010), asi como Dominick, Latif, Juahir, Aris, y
Zain (2012) y Jayamurugan, Kumaravel, Palanivelraja, y Chockalingam (2013) mostrando
una relacién negativa entre la humedad y concentracion de PM. Estas discrepancias pueden
deberse a que estos estudios toman en cuenta la precipitacion, la cual es uno de los
mecanismos mas importante para la remocion de contaminantes (Dominick et al., 2012).
Asimismo, la mayoria de estos estudios se llevaron a cabo en diversos lugares con
condiciones diferentes a aquellas encontradas en las escuelas. Ademas, al tener capacidades
higroscopicas las particulas son capaces de absorber vapor de agua por lo que pueden
aumentar su tamafio y peso a una mayor humedad, la cual a la vez puede provocar la
formacion de particulas secundarias, mediante la nucleacion, condensacion y coagulacion®®
(Baettig et al., 2017; Hussein, Karppinen, Kukkonen, y Ha, 2006; Jian et al., 2012; Lee, Shin,
y Bae, 2008). Igualmente, se observa en la figura 4.4C y D que parte de los datos se
encuentran a 20% de humedad relativa, esto se debe a que la estacion meteoroldgica
WMRB89A no registra datos menores a esto, por lo que se les asigna un valor de 20% a

aquellos valores que se encontraban abajo del rango de deteccion.

Escuela B
El monitoreo de la concentracion de PM del dia 31 de enero fue descartado dado que no se

contaba con un minimo de 70% de los datos de monitoreo durante el horario de clase.

19 Movimientos aleatorios de particulas, provocando choques entre ellas, generando particulas de mayor
tamafio (Jacobs, 1999)
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La figura 4.5A muestra la concentracion de PM2s en la avenida principal mas cercana de la
Escuela B durante los 5 dias de muestreo en el horario de clases, 8:00 a 13:00 h. Al igual que
para la Escuela A, la linea roja representa el limite permisible de 45ug/m® en un promedio
de 24 h de la NOM-025-SSA1-2014. La concentracién de PM2 s en la avenida primaria, que
se halla a 101 m de la escuela, se encuentra entre un rango de 46.46 pug/m?®y 22.14 pg/m?®
con un promedio de 29.64 + 4.72 pg/m3. A excepcion de un par de datos todos los dias del
muestreo no rebasan el limite permisible determinado por las normas mexicanas, mientras
que la mayoria de los datos de la concentracion de PMs,5 en la avenida primaria (Figura
4.5B) se encuentran por encima del limite. La concentracion de PMs,5 tuvo una amplia
fluctuacion entre 791.01 pg/m®y 176.25 pg/m®y un promedio de 332.67 + 84.56 pg/m?.
Durante todo el 1 de febrero se registraron datos superiores al limite permisible. EI monitor
nefelométrico se localiz6 en la avenida primaria en la cercania donde se hallaba un seméaforo,
por lo que los automoviles se encontraban en ralenti esperando, pudiendo atribuir a que se

sobrepasara el limite en todos los dias de muestreo.

Dentro de los salones de la Escuela B se registrd la concentracion de PM2s con un maximo
de 69.23 pg/m3y un minimo de 29.71 pg/m?®con un promedio de 35.64+ 4.66 pg/m? (Figura
4.6A). Asimismo, la concentracion PMs2s tuvo una amplia variacion entre 4150.33 pg/m?® y
307.72 pg/m3, obteniendo un promedio de 592.62 + 264.94 pg/m® (Figura 4.6B). Tanto para
PM2s y PMs25 se aprecian dos picos al inicio del horario escolar en el muestreo del 2 de
febrero de 2017, los cuales pueden atribuirse al movimiento o alguna actividad que hayan
realizado los alumnos. El uso de pizarrones de gis, polvo y/o la resuspension de las particulas
pueden ser la causa de que todos los dias de monitoreo, en el caso de la concentracion de

PMs25, superen el limite permisible (Canha et al., 2016; Chen et al., 2016).
A diferencia de la Escuela A, la direccién del viento en la Escuela B (ANEXO I11. Fig. H1L111)

no tiene predominancia, por ello el PM proveniente de la avenida primaria mas cercana puede

dispersarse hacia varias direcciones, incluyendo la escuela.
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Figura 4.6 Concentracion de PM2s (A) y PMs, s (B) adentro de los salones a la Escuela B durante
los 3 dias de monitoreo en tres salones diferentes durante el horario de clases. LP: limite permisible
para PMzs NOM-025-SSA1-2014 (45 pg/m® promedio por 24 h) y limite permisible para PST NOM-024-
SSA1-1993 (260 pg/m® promedio por 24 h). LP WHO: limite permisible establecido por la WHO para PM_s
(25 pg/m® promedio por 24 h) y PMyo (50 pg/m? promedio por 24 h).
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Al realizar una correlacion de Pearson, se encontrd una relacion negativa entre la temperatura
y PM2s (r= -0.457, p<0.05) (Figura 4.7A) y un menor grado de relacion negativa entre la
temperatura y la concentracion de PMs2s (r= -0.133, p<0.05) (Figura 4.7B). Asimismo, se
hallé una relacion positiva entre la humedad y PM2s (r=0.648, p<0.05) y PMs25 (r= 0.746,
p<0.05) (Figura 4.7C y 4.7D, respectivamente). Al igual que la Escuela A, la Escuela B
presenta una relacion negativa entre la temperatura y PM y una realcion positiva entre la

humedad relativa y la concentracion de PM.
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Figura 4.7 Relacion entre la concentracion de PMz sy temperatura en los salones (A), PMs,5 y temperatura en
la avenida primaria (B), PM2sy humedad relativa en los salones (C) y PMs25 y humedad relativa en la avenida
primaria (D) en la Escuela B
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Escuela C

Se descartd el monitoreo de los dias 28 de febrero y 2 de marzo de 2017 ya que no se contd
con un minimo de 70% de datos de la concentracion de PM durante el horario de clases para
la Escuela C, el cual era de 7:50 h a 14:20 h.

La concentracion de PM2sy PMs2 s en la avenida principal, localizada a 378 m de la Escuela
C, es representada en la figura 4.8A y 4.8B, respectivamente. A la vez, se muestra el limite
permisible en un promedio de 24 h para PMzs, 45 ug/m® y PST, 260 pg/m?, mediante una
linea roja. De la misma forma, se representa mediante una linea azul marino los limites
establecidos por la OMS en un promedio de 24 h para PMas, 25 pg/m3, y PMio, 50 pg/m®.
El PM2s tuvo un promedio de 22.41 + 8.93 pg/m?, variando entre 44.95 pg/m3y 5.63 pg/m®.
Mientras que, PMs2s fluctué ampliamente entre 1003.03 pg/m® y 8976 pg/m?®, con un
promedio de 304.78 + 127.32 pg/m?.

En la figura 4.8B se observa un incremento de la concentracion de PMs25 al inicio del
monitoreo, aproximadamente de 8:00 a 10:00 h, lo que se puede atribuir a un mayor nimero
de vehiculos. Por lo general, a estas horas los vehiculos en la avenida primaria se encontraban
en reposo o a una velocidad baja. Cabe resaltar que el monitoreo del 3 de marzo muestra un
aumento de PM2s a partir de las 9:00 h a diferencia de los demas dias, los cuales muestran
un descenso. Sin embargo, este aumento no se observa para las PMsz s indicandonos que
hubo un mayor nimero de fuentes de particulas finas. Las fuentes podrian ser,
principalmente, vehiculos que utilizan diésel, aquellos que utilicen gasolina y la erosion del
suelo (Calderon-Garciduefias, Kulesza, Doty, D’Angiulli, y Torres-Jardon, 2015). No
obstante, se necesitan analisis posteriores sobre la caracterizacion de la flota vehicular y su
contribucion en la formacién del PM. Asimismo, en la figura 4.8A ningln dia de monitoreo
se encuentra por encima del limite permisible en México, sin embargo, la mayoria de los

datos del dia 3 de marzo sobrepasa el limite determinado por la OMS.

Mientras tanto, adentro de los salones la concentracion de PM2s (Figura 4.9A) tuvo un
maximo de 252.19 pg/m?® y un minimo de 11.17 pg/m?3, con un promedio de 38.92 + 27.32
ug/m3y el PMs, 5 (Figura 4.9B) presentd una amplia oscilacion entre 14240 pg/m®y 213.28
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Figura 4.8 Concentracion de PM.s (A) y PMs25 (B) en la avenida primaria a 378 m de la Escuela
C durante los 3 dias de monitoreo en tres salones diferentes durante el horario de clases. LP: limite
permisible para PMzs NOM-025-SSA1-2014 (45 pg/m® promedio por 24 h) y limite permisible para PST
NOM-024-SSA1-1993 (260 pg/m?® promedio por 24 h). LP WHO: limite permisible establecido por la WHO
para PMys (25 pg/m? promedio por 24 h) y PMio (50 pug/m?® promedio por 24 h).
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ug/m? y un promedio de 1175.91+1379.28 pug/m?. La amplitud del rango se debe a los picos
durante los dias 27 de febrero y 3 de marzo. A pesar de haber descartado los valores atipicos,
se muestran picos que sobrepasan el limite permisible, tanto para PM2sy PMs2 5, de manera
exacerbada. Se pueden atribuir estos picos a alguna actividad que se haya llevado a cabo en

esos instantes en los salones, sin embargo, se tendria que corroborar las actividades con el
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Figura 4.9 Concentracion de PM:s (A) y PMs25 (B) en tres salones diferentes de la Escuela C
durante los 3 dias de monitoreo en el horario de clases. LP: limite permisible para PM2.5 NOM-025-
SSA1-2014 (45 ug/m?® promedio por 24hr) y limite permisible para PST NOM-024-SSA1-1993 (260 pg/m?

promedio por 24hr). LP WHO: limite permisible establecido por la WHO para PM_ s (25 pg/m® promedio por
24 h) v PMia (50 ua/m? promedio por 24 h).
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responsable del salon. Asimismo, cabe mencionar que la Escuela C tenia un mayor niUmero
de alumnos y salones de menor tamafio que las demas escuelas y los maestros indicaron que
habia polvos y sefiales de humedad en los salones. A la vez, no se estaban supervisando los

monitores dentro de los salones por lo que seria factible que se haya interferido con ellos.

Al realizar una correlacion de Pearson, se encontrd una relacion negativa entre la temperatura
y PM2s (r=-0.611, p<0.05) (Figura 4.10A) y un menor grado de relacién negativa entre la
temperatura y la concentracion de PMs s (r=-0.447, p<0.05) (Figura 4.10B). Igualmente, al
realizar una correlacion de Pearson se hallé una relacion positiva entre la humedad y PM2 s
(r=0.686, p<0.05) y PMs25 (r= 0.694, p<0.05) (Figura 4.10C y 4.10D, respectivamente). Al
igual que la Escuela A y la Escuela B, la Escuela C exhibe una relacion negativa entre la
temperatura y PM y una realcidn positiva entre la humedad relativa y la concentracién de
PM. Como se mencion0 anteriormente, esto se puede deber a la capacidad higroscopica de

las particulas, por lo que pueden aumentar su tamafio y peso a una mayor humedad (Jian et
al., 2012).
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En resumen, la tabla 4.3 muestra la concentracion promedio de PM2sy PMs2s, tanto en la
avenida primaria como en los salones, para las tres escuelas. La Escuela B presentd la
concentracion mas alta de PM en la avenida principal que fue de 29.64 pg/m?®y 332.67 pg/m?®
para PM2sy PMs2 s, respectivamente, siguiendo la Escuela C y la Escuela A. Mientras que,
la concentracion mas alta dentro de los salones es en Escuela C con 38.92 pug/m® de PMz2sy
1175.91 pg/m3 de PMs>25. A pesar de que la Escuela B tiene la concentracion mas alta en la
avenida, tiene una concentracion promedio de PMs2s de 592.62 pg/m? dentro de los salones,
la cual es significativamente menor que el de la escuela A, con 1008.52 pg/m?, y la escuela
B, con 1175.91 pg/m?.

Asimismo, la tabla 4.3 nos muestra un promedio de la concentracion de PM2sy PMs2 5 para
cada escuela, el cual se obtuvo al agrupar los datos de PM.sy PMs; 5 de la avenida principal
y de los salones de las escuelas. En cuanto a la concentracion de PMzs, el valor promedio
mas alto fue de 32.69 + 5.57 pg/m? para la Escuela B, seguido de la Escuela C con 30.95 +
22.20 pg/m? y la Escuela A con 23.08 + 11.65 ug/m? (Figura 4.11). Mientras que, la mayor
concentracion de PMs2 s fue encontrada en la Escuela C con un valor de 755.70 + 1087.06
ug/me, siguiendo con 616.45 + 622.56 pg/m? en la Escuela A 'y 464.75 + 236.77 pug/m? en la
Escuela B (Figura 4.12).

Tabla 4.3 Concentracion de PMz.sy PMs25 promedio con su
desviacidn estdndar en la avenida y salones de las escuelas

Escuela PM2s (ug/m?d) PMs25 (ug/m?3)
Avenida 17.07 £ 9.28 200.80 £ 176.80
A (0 m)
Salones 28.75+10.79 1008.52 + 637
n=3595 _
Promedio  23.08 £11.65 616.45+ 622.56
Avenida 29.64 £4.72 332.67 + 84.56
B (101 m)
Salones 35.64 + 4.66 592.62 + 264.94
n=1728 _
Promedio 32.69+ 5.57 464.75+ 236.77
Avenida 22.41 £8.93 304.79 + 127.33
C (378 m)
Salones 38.92 + 27.32 1175.91 £ 1379.28
n=2241

Promedio  30.95+ 22.20 755.70+ 1087.06
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Al observar el promedio para PM2 s de las escuelas, tanto en las avenidas como en los salones,
se logra ver que ninguno se encuentra por arriba del limite determinado por la NOM-025-
SSA1-2014 de 45 pg/m?®. No obstante, al comparar los datos contra 25 pug/m?, el cual es el
limite establecido por la OMS todos lo sobrepasan, a excepcion del promedio de PM2sen la
avenida primaria de la Escuela A. En caso de la cantidad promedio de PMs2s, al compararlo
con el limite sefialado para PST por la Secretaria de Salud en México, 260 pg/m? se observa
que las concentraciones promedio en los salones y en las avenidas de las tres escuelas se
encuentran por encima de él, a excepcion de la avenida en la Escuela A. Asimismo, todas las
concentraciones promedio de PM1o sobrepasan el limite establecido por la OMS, el cual es
de 50 pg/m3. Se comparé contra el limite para PM1o dado que la OMS considera que este es

un mejor parametro que las PST.
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Figura 4.11 Concentracion de PM:s de las escuelas segin su distancia a la avenida
primaria mas cercana

ab | os valores en columnas seguidos por diferentes letras son significativamente
diferentes (p<0.05)
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ab | os valores en columnas seguidos por diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05)

Se encontraron diferencias significativas en la concentracion promedio de PM., asi como

para la concentracion promedio de PMs2 5, de todas las escuelas (A, B y C) (p<0.05).

En todas las escuelas, tanto para PM2sy PMs2s, la concentracion de PM fue mayor en los
salones que en la avenida primaria, indicandonos que hay mas fuentes que emiten PM dentro
de los salones. Como se mencioné anteriormente, esto puede deberse al PM generado por el
uso de pizarrones de gis, actividades que realicen los alumnos, la resuspension del material
o0 alguna otra actividad. Igualmente, la concentracion para PMs,.s fue mucho mayor que para
la concentracion de PM2s, mostrando que hay més fuentes que emiten particulas de mayor
tamafo. A pesar de que la Escuela A es la mas cercana a la avenida primaria y su direccién
del viento predomina hacia el NO, dirigiendo el PM proveniente de la avenida a la escuela,

tiene una menor concentracion de PM2 s en los salones que las demas escuelas. Mientras que,
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la Escuela C presenta la concentracion mas alta tanto para PM2sy PMs25 en los salones, a
pesar de ser la escuela mas lejana de la avenida primaria. En el caso de las avenidas primarias,
las principales fuentes serian los automoviles, ya sea privados, de transporte publico y/o de
carga. La Escuela A presenta una concentracion de PM en la avenida menor a las demas
escuelas, seguida por la Escuela C que se halla a 378 m y la Escuela B a 101 m. Por lo que
se requiere en futuros estudios un conteo de los vehiculos automotores para caracterizar la
flota vehicular y el transito en la avenida, asi como que los monitores nefelométricos sean

calibrados en una camara de aire cero, con el fin de calibrar el flujo de aire.

Razon Interior/Exterior (1/0)
Por otro lado, la tabla 4.4y la figura 4.13 y 4.14 nos muestran la razon 1/0 de las tres escuelas.

En el caso de PMs; s, la razdn més alta con 5.02 es en la Escuela A, seguido por 3.86 en la
Escuela C y la Escuela B con una razén mucho menor de 1.78. La Escuela C tiene una razéon

I/0 de 1.78, siguiendo la Escuela A con 1.68 y la Escuela B con 1.20.

A pesar de que la avenida primaria de la Escuela A es la mas cercana de las tres, no se observa
una influencia significativa de la concentracion de PM de la avenida, ya que la concentracion
de PMs2s en el interior de los salones es 5 veces mayor a la del exterior. De la misma forma,
en la Escuela C la concentracion de PMs2 5 es casi 4 veces mayor en los salones que en el
exterior. Como se menciond previamente, esto puede ser causado por las actividades que se
realizan en los salones y por los picos de concentracién de PM en los salones que se

registraron en las escuelas.

Tabla 4.4 Razoén 1/O en las escuelas

PM Adentro Afuera 1/0
A 2.5 28.75 + 10.79 17.07 +9.28 1.682
(Om) >25 1008.52 + 637 200.80 + 176.80 5.02b
B 2.5 35.64 + 4.66 29.64 + 4.72 1.202
(101m) >2.5 592.62 + 264.94 332.67 + 84.56 1.78b
C 2.5 38.92 + 27.32 22.41 + 8.93 1.742

(378m) >2.5 1175.91 £ 1379.28 304.79 £127.33 3.86°

ab | os valores en columnas seguidos por diferentes letras son significativamente diferentes
(p<0.05)
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Si se encontraron diferencias significativas entre la razon 1/0 de PM2sy PMs25 y las tres
escuelas (A, B'Y C) mediante una prueba de Tukey-Kramer.

La razén 1/O es mayor a 1 en todos los casos, indicandonos que hay un mayor nimero de
fuentes en el interior de las escuelas. Igualmente, diversos estudios como, Alghamdi (2013);
Chen et al. (2016); Chithra y Nagendra (2014) y Holmes y Pardyjak (2014), muestran una
razon 1/0 mayor a 1 para ciertas escuelas y hogares. Sin embargo, en ciertas zonas de
muestreo en estos estudios, asi como el llevado a cabo por Diapouli, Chaloulakou, y Spyrellis
(2007), no se encuentra una 1/0 mayor a 1. Estas discrepancias pueden ser ocasionadas dado
que hacen un monitoreo de dias completos, incluyendo horas en donde los salones u hogares
se encuentran desocupados. Se ha demostrado que la razén 1/O puede llegar a aumentar al
encontrarse ocupados los espacios, es decir la actividad humana dentro de los salones puede
generar un incremento de 1/O, ya sea por las actividades que se lleven a cabo o la resuspensién
de particulas. Asimismo, al ser la razon 1/O mayor a 1 nos puede indicar que las fuentes en
el exterior de los salones, asi como la cercania a la avenida, influye poco en la concentracién

de PM adentro de los salones.
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Figura 4.14 Razon 1/O para la concentracion de PMs,s de las escuelas segun su
distancia a la avenida primaria mas cercana

ab | os valores en columnas seguidos por diferentes letras son significativamente
diferentes (p<0.05)

Al realizar una correlacidn de Spearman, se encontré un alto grado de relacién negativa entre
I/0 de PM2s Yy la concentracion de PM2sen la avenida (r=-0.766, p<0.01) y un bajo grado
de relacion positiva entre 1/0 de PM25sy PM2sen los salones (r= 0.290, p<0.01). Asimismo,
se hallo una fuerte relacion negativa entre 1/0 de PMs25 y la concentracion de PMs; s en la
avenida primaria (r= -0.825, p<0.01) y una relacién positiva entre 1/0O de PMsz5 y la
concentracion de PMs2s en los salones (r= 0.843, p<0.01) (ANEXO V). Es decir, si la
concentracion de PM en la avenida aumenta, la razén 1/0 va a disminuir. Si la concentracion
de PM incrementa adentro de los salones la razon 1/0 va a aumentar. Estos resultados
coinciden con el estudio llevado a cabo por (Guo et al., 2010).
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Caracteristicas de la poblacion

No se obtuvieron datos de la historia médica y exposicion de los sujetos de la Escuela A. Sin
embargo, se tomaron en cuenta los cuestionarios aplicados a los padres de familia de las
escuelas B y C, representados en la tabla 4.5. La poblacion se encontraba entre 6 y 12 afios y
54 % era femenino. Ninguna madre fumo o bebi6 durante el embarazo y solo un 8% de los
nifios fueron prematuros. 21% de la poblacién presenta alguna enfermedad cronica,
principalmente asma, obesidad, colitis y gastritis. Mientras que, solo un 8 % sufre de
ansiedad. Asimismo, 13 % de las residencias de la poblacidn se encuentra cerca de una fuente
de contaminacion atmosférica, ya sea vias principales, fabricas, tintorerias, crematorios y
gasolineras. 21 % de los habitantes en las viviendas fuma, no obstante, solo 4 % fuma adentro
de la residencia. Ademas, el 12 % de los nifios estan presentes cuando se utilizan productos
de limpieza, sin embargo, el 88% indica que utilizan medidas preventivas como abrir las

ventanas. Por ultimo, la mayoria de los nifios pasa de 2-4 horas (33 %) 0 4-6 horas (33 %) al

aire libre.
Tabla 4.5 Caracteristicas generales de la poblacién
Escuela
B (n=13) C(n=11) Total (n=24)
Edad 6-12 9-11 6-12
Femenino 5 (38 %) 8 (73 %) 13 (54 %)
Masculino 8 (62 %) 3 (27 %) 11 (46 %)
Fumo durante el embarazo 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)
Bebio alcohol durante el embarazo 0 (0 %) 0 (0 %) 0(0 %)
Prematuro 1 (8 %) 1 (9 %) 2 (8 %)
Enfermedades crénicas 1 (8 %) 4 (36 %) 5 (21 %)
Ansiedad 0 (0 %) 2 (18 %) 2 (8 %)
Residencia se halla cerca de una fuente de
9 (69 %) 4 (36 %) 13 (54 %)
contaminacion atmosférica
Fuma 3 (23 %) 2 (18 %) 5 (21 %)
Dentro de la vivienda 0 (0 %) 1(9 %) 1 (4 %)
El nifio esta presente al utilizar productos
7 (54 %) 5 (45 %) 12 (50 %)

de limpieza
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Utilizan medidas preventivas 13 (100 %) 8 (73 %) 21 (88 %)

Horas que pasa el nifio al aire libre

0-2 4 (31 %) 2 (18 %) 6 (25 %)

2-4 2 (15 %) 6 (55 %) 8 (33 %)

4-6 5 (38 %) 3 (27 %) 8 (33 %)
Cuantificacion de S100B

Debido a problemas al momento del revelado, se tuvieron que descartar 6 muestras de la
Escuela A, por lo que, se analizaron 5 muestras de la Escuela A, 13 de la Escuela By 11 de
la Escuela C para la proteina S100B, TSG101 y CD63, estas ultimas con el fin de corroborar
que el biomarcador de neuroinflamacion proviniera de los exosomas (Figura 4.15) (ANEXO
V). Por lo tanto, al no encontrar la proteina TSG101 ni CD63 en 2 muestras de la Escuela C
estos fueron descartadas, lo cual pudo haber sido a causa de un error en la toma de muestra,
la centrifugacion o sonicacion de las muestras. Asimismo, hubo un problema para 5 muestras
de la Escuela C al momento de revelar la proteina CD63, localizada en la membrana de los
exosomas. No obstante, si se obtuvo TSG101, que se halla dentro de los exosomas, para las
5 muestras por lo que no fueron descartadas. Ademas, se analizaron 6 muestras de la saliva
total, es decir que no fueron centrifugadas ni sonicadas, de modo que estas se usaron como
control para demostrar que S100B era exosomal S100B (ANEXO V. Figura V.IX).
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Figura 4.15 5 muestras de saliva sonicadas de la Escuela A con S100B (A) y TSG101 (B)
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En la tabla 4.4 se compard la concentracién promedio de la proteina S100B, en las tres
escuelas. En la Escuela A se registré un promedio de 12.75 £ 6.80, con un intervalo muy
amplio entre 5.39 y 20.90. Asimismo, en la Escuela B hubo una variacion entre 4.10 y 22.19,
con un promedio de 12.12 + 6.36. Por Gltimo, en la Escuela C se obtuvo un promedio de
21.85 + 7.60 alcanzando valores desde 11.37 hasta 36.31.

Tabla 4.6 Concentracion promedio de S100b en la saliva de los
nifios de las tres escuelas

Escuela
A (0m) B (101m) C (378m)
S100b neta 12.75+6.80 12.12+6.36% 21.85+ 7.60%
Minimo 5.39 4.10 11.37
Maximo 20.90 22.19 36.31

ab|_os valores en columnas seguidos por diferentes letras son significativamente
diferentes (p<0.05)

Se encontraron diferencias significativas entre la concentracion promedio de S100B de la
Escuela B y la Escuela C (p<0.05). Al igual que la concentracién de PM2sy PMs2s, la
Escuela A no presenta el promedio mas alto de la concentracion de S100B, a pesar de ser la
mas cercana a la avenida primaria. Mientras que, la Escuela C es la mas lejana y obtuvo el
promedio mas alto. Esto se puede deber a que la Escuela C tuvo la concentracion mas alta de
PM dentro de los salones. Sin embargo, cabe resaltar que solo se lograron analizar 5 muestras
de la Escuela A. A la vez, un mayor nimero de alumnos en la Escuela C tiene alguna
enfermedad crénica y/o ansiedad. Esto puede conllevar a un estrés en los nifios, el cual se ha
relacionado con un aumento en el nivel de S100B y un incremento en la permeabilidad de la

BBB, facilitando el paso de agentes proinflamatorios (Buschert et al., 2013, Li et al., 2014).

La tabla 4.5 muestra el promedio de la proteina neta de S100B, TSG101 y la razén de la
proteina neta (Figura 4.16), es decir la proteina total una vez que es ajustada con la proteina
control. La Escuela B presenta una menor cantidad promedio de la proteina S100B que las
demas escuelas con 12.12 + 6.36, seguido por la Escuela A con 12.75 £ 6.80 y la Escuela C
con 21.85 £ 7.60. Mientras que, en el caso de la proteina control, TSG101, la Escuela A
muestra una menor cantidad con 31.52 + 21.04, después la Escuela B con 45.86 + 34.66 y

49.29 + la Escuela C. El colegio con un menor promedio de la proteina neta es la Escuela B
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gue se encuentra a 101 m de su avenida primaria mas cercana con 0.39 + 0.33, siguiendo con
0.49 £ 0.17 la Escuela Ay por altimo la Escuela C a 378m de su avenida con 0.58 £ 0.33.

Tabla 4.7 S100b, TSG101 y la proteina neta

Razoén de la
Escuela S100b neta TSG101 neta )
proteina neta
A 12.75+6.80  31.52+21.04 0.49 +0.17
(Om)
B 12.12+6.36  45.86 + 34.66 0.39 + 0.33
(101m)
C 21.85+7.60  49.29 +33.26 0.58 + 0.33
(378m)

No se encontraron diferencias significativas entre la razon de la proteina neta y las escuelas.

Al igual que para S100B, la razon de la proteina de la Escuela C tuvo un mayor promedio a
las demas escuelas, a pesar de ser la escuela més lejana a la avenida principal. Sin embargo,
cabe resaltar que la Escuela C obtuvo una razén 1/0 de 1.74 para PM2sy 3.86 para PMs25
indicandonos que habia una mayor concentracion de PM en el interior de los salones y fue la
escuela con la concentracion promedio de PM2sy PMs25 més alta dentro de los salones, con
38.92 + 27.32 pg/m® y 1175.91 + 1379.28 pg/m3, respectivamente. Asimismo, sigue la
Escuela A con un promedio de S100B de 12.75 * 6.80, una razon de la proteina de 0.49+0.17
y una concentracion de PMs2 s de 1008.52 + 637 pug/m? en los salones. Por ultimo, la Escuela
B tuvo el menor promedio tanto de S100B, razén de la proteina neta y PMs25 en los salones,
con12.12 +6.36,0.39 + 0.33 y 592.62 + 264.94 pug/m?, respectivamente. Por lo que, se puede
suponer que mientras mas alta sea la concentracion de PMs25 en los salones hay un aumento
tanto en la proteina S100B como en la razon de la proteina neta. A pesar de que el tamafio de
PM2s hace que puedan cruzar barreras bioldgicas con mayor facilidad, alcancen el SNC y
puedan provocar neuroinflamacion, se observd que la Escuela A obtuvo una mayor cantidad
de S100B y razon de proteina neta que la Escuela B, aungue tiene una concentracion menor
de PM_ ;s dentro de los salones, con 28.75 + 10.79 pg/m?, que la Escuela B, con 35.64 + 4.66
ng/me. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que la razon de la proteina neta no presento

valores significativos.
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Figura 4.16 Razdn de la proteina neta de las tres escuelas
ab|_os valores en columnas seguidos por diferentes letras son significativamente diferentes (p<0.05)

Los resultados discrepan con estudios como Harris et al. (2015); Volk et al. (2011);
Wellenius et al. (2013) y Wilker et al. (2016) donde hubo una asociacion entre la proximidad
a la avenida y un incremento en enfermedades asociadas al SNC o problemas cognitivos.
Estas discrepancias pueden deberse al tamafio de la poblacion, dado que nuestras muestras,
tanto de escuelas como de nifios, son muy pocas (n = 3,39; respectivamente). Asimismo, al
estar los padres de familia encargados de la recolecta de la muestra de saliva no se puede dar
por seguro que las indicaciones se siguieron y que la muestra se encontraba con las
condiciones que eran requeridas. Cabe resaltar que los nifios no solo se encuentran expuestos
a contaminantes atmosféricos, como el PM, en la escuela, sino también en sus hogares. Por
lo que, se debe tomar en cuenta que estos resultados también pueden estar influidos por su
exposicion en sus residencias, haciendo necesario futuros estudios sobre sus diversas

exposiciones.
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Asimismo, al tener como limitante el tamafio de muestra se debe tomar en cuenta algun otro
procedimiento que permita analizar un mayor nimero de muestras y un biomarcador que sea
mas especifico en estudios futuros. Ademas de las proteinas analizadas para corroborar que
fueran exosomas, se podria analizar alguna proteina de origen que nos verifique que el origen

del exosoma sea en el SNC.

Respecto a la presencia de la proteina S100B en exosomas pero no en saliva total, demuestra
que las proteinas exosomales pueden ser una fuente adecuada para el hallazgo de
biomarcadores de efecto. Por otro lado, las caracteristicas que tienen los exosomas como su
estabilidad, entrega selectiva a las células diana, capacidad de atravesar barreras bioldgicas
y habilidad para ser absorbido y reutilizado por su célula diana (G. Zhang y Yang, 2017) lo
convierten en una posible técnica de diagndstico y/o tratamiento para diversas enfermedades.
La estrategia experimental descrita aqui para el analisis de biormacadores en exosomas de la
saliva para el estudio de la contaminacion atmosférica en poblacion infantil, constituye una
herramienta no invasiva a comparacion de técnicas invasivas como la obtencion de muestras
de liquido cefalorraquideo, las cuales pueden provocar estrés y ansiedad al paciente.
Asimismo, en los exosomas no sélo se puede detectar proteina, también pueden ser fuente de

RNA, miRNA, DNA y otras moléculas, lo que les enriquece como fuentes de biomarcadores.
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Capitulo 5

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Conclusiones
La contaminacion atmosférica, en particular las emisiones de PM, es un problema de suma

importancia en la Ciudad de México. Al haber aproximadamente 1 milldn de nifios en edad
escolar que asiste a la primaria, es fundamental conocer los posibles efectos del PM en la
salud de las poblaciones vulnerables. Sus efectos en la salud, particularmente en el sistema
respiratorio y cardiovascular, han sido ampliamente estudiados; sin embargo, no existe tanta
informacion sobre los posibles efectos adversos al SNC. Por lo tanto, se requiere extender
este estudio describir el impacto de la contaminacion atmosférica en el SNC utilizando

procedimientos no invasivos.
Del presente trabajo se concluye que:

La concentracion de PMs2sen los salones y en la avenida es mayor al valor limite permisible
la mayoria del tiempo. Asimismo, se hall6 que la concentracion de PM esta influida
directamente por la humedad y la temperatura. Se encontrd que las concentraciones de PM2s
y PMs, 5 fueron mas altas en los salones que en las avenidas primarias de las tres escuelas.
En el caso de la concentracion promedio de PM2s, la Escuela B, localizada a 101 m de la
avenida primaria, obtuvo el promedio mas alto, siguiendo la Escuela C a 378 m y la Escuela
A a0 m. Mientras que, la Escuela C es la escuela mas lejana tiene la concentracion promedio
de PMs25 més alta, seguida por la Escuela A y la Escuela B.

Las tres escuelas presentan una razén I/0O mayor a 1, tanto para PM2s como para PMs2 s, por
lo que hubo un mayor namero de fuentes de PM adentro de los salones. La Escuela C obtuvo
un 1/0 de PM2s mayor a las demaés, mientras que, el I/O de PMs25 mas alto se le atribuye a
la Escuela A.
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Por otro lado, se encontr6 que la Escuela C (378m) fue la escuela con mayor cantidad de
S100B; en cambio la Escuela A (Om) tuvo la menor expresion del biomarcador. Ademas, la
Escuela C mostrd la razon de la proteina neta mas alta, a diferencia de la Escuela B (101m)

que presentd la mas baja.

A pesar de que el trabajo de tesis actual posee un caracter de estudio piloto, se puede concluir
que la proteina S100B exosomal de saliva es un biomarcador obtenido mediante métodos no

invasivos, Util para analizar la neuroinflamacion, posiblemente causada por el PM.

Alcance del trabajo y Perspectivas a futuro

Se considera que este trabajo mejorara al considerar lo siguiente:

Antes que nada, seria necesario ampliar el tamafio poblacional para conseguir resultados mas
significativos, asi como aumentar el nimero de escuelas muestreadas y la cantidad de
muestras de saliva de cada escuela. Asimismo, se podria extender el muestreo en cada escuela

por mas de una semana.

Se deberia de utilizar detectores de PM que cuenten con un rango mas restrictivo y una mayor
sensibilidad para lograr resultados mas certeros. Ademas, es necesario conocer la
composicion del PM vy caracterizar explicitamente sus fuentes, tanto en el exterior como en
el interior de los salones. Igualmente, se requiere un sistema meteorolégico que tenga un

mayor rango entre el sensor del viento y la base para disminuir el nimero de datos perdidos.

Otro factor importante que se necesita considerar es la flota vehicular, ya que es necesario
caracterizarla y tener un conteo preliminar de los vehiculos automotores que circulan en la
avenida primaria. A la vez, se podrian utilizar softwares como MOVES 2014a (EPA, USA),
COPERT Street level (EMISIA SA, Grecia) e International Vehicle Emissions Model
(ISSRC, CA, USA) para determinar la dispersion del PM proveniente de los vehiculos en las
areas determinadas (Chithra y Nagendra, 2014; G. Wang, Bosch, y Kuffer, 2008; K. Zhang y
Batterman, 2013).
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Por otro lado, se deberian de ampliar los cuestionarios con el propdsito de eliminar mas

factores de confusién.

Por ultimo, seria necesario estudiar diversas posibles herramientas de mitigacion de
contaminantes atmosféricos, especificamente PM, en las escuelas para mejorar su calidad del

aire.
Futuros andlisis tomando en cuenta las propuestas anteriores son fundamentales para

continuar la busqueda de procedimientos no invasivos con la finalidad de identificar y

prevenir los posibles efectos adversos que puede provocar el PM en el SNC de los nifios.
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AN EXO 1. Posicion de monitores de PM en los salones, monitor de PM
en la venida principal y sensor de viento de las escuelas

EscuelaA
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Estacionamiento . Entrada

39 5¢ 40
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. Monitor de PM en interiores

Patio
. Mcnitor de PM en exteriores

. Senscr de viento

Figura 1.1 Posicion de monitores atmosféricos en los salones y avenida primaria y sensor de
viento en la Escuela A
Realizado en Layout 2017 (SketchUpPro, USA)
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Figura I.11 Posicion de monitores atmosféricos en los salones y avenida primaria y sensor de viento
en la Escuela B
Realizado en Layout 2017 (SketchUpPro, USA)
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Figura L.111 Posicion de monitores atmosféricos en los salones y avenida primaria y sensor de viento en

la Escuela C
Realizado en Layout 2017 (SketchUpPro, USA)
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AN EXO |1l. Rosas de vientos de las escuelas
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Figura I11.1 Rosa de vientos de la Escuela A
Realizado en WRPLOT View™ version 7.0.0 (Lakes Environmental Software, USA)
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Figura II1.1I Rosa de vientos de la Escuela A y su avenida primaria mas cercana
representada por una linea naranja. La linea roja punteada delimita la escuela.
Realizado en QGIS2.18 Las Palmas
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Figura I11.111 Rosa de vientos de la Escuela B
Realizado en WRPLOT View™ version 7.0.0 (Lakes Environmental Software, USA)
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Figura I11.1V Rosa de vientos de la Escuela B y su avenida primaria més cercana
representada por una linea naranja. La linea roja punteada delimita la escuela.
Realizado en QGI1S2.18 Las Palmas

79



Escuela C

WIND SPEED

(s}

Bl -
Bl :zs0-11.10
Bl :o-z=0
B zs0-570
] zw0-380
[ os-210
Calmas: 22.73%

=OUTH

Figura 111.V Rosa de vientos de la Escuela C
Realizado en WRPLOT View™ versién 7.0.0 (Lakes Environmental Software. USA)
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Figura 111.VI Rosa de vientos de la Escuela C y su avenida primaria més cercana
representada por una linea naranja. La linea roja punteada delimita la escuela.
Realizado en QGI1S2.18 Las Palmas
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AN EXO V. Relacion entre la concentracion de PM y la razén 1/0
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Figura V.1 Relacion entre 1/0 de PM25sY la concentracion de PM2sen las avenidas (A), entre 1/0 de PMzs
y la concentracion de PMs en los salones (B), I/0 de PMs25 y PMs25 en las avenidas (C) y la relacion
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AN EXO V. s100B, TSG101 y CD63 de las muestras de las escuelas

Escuela A

Figura V.l 5 muestras con S100B (A), TSG101 (B) de la
Escuela A
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Figura V.I1 5 muestras con CD63 (A) de la Escuela A
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Escuela B

Figura V.I1 7 muestras con S100B (A) y TSG101 (B) de la Escuela B
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Figura V.I11 CD63 para 7 muestras de la Escuela B (A)
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Figura V.IV 6 muestras con S100B (A) y TSG101 (B) de la Escuela B



Figura V.V CD63 para 6 muestras de la Escuelas B (A)
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Escuela C

Figura V.VI 5 muestras con S100B (A) y TSG101 (B) de la Escuela C
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Figura V.VII 6 muestras con S100B (A) y TSG101 (B) de la Escuela C.
Las estrellas naranjas representan las dos muestras que fueron
descartadas dado que no presentan la banda de 50kDa.
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Figura V.VIII CD63 para 6 muestras de la Escuela C (A) Las
estrellas naranjas representan las dos muestras que fueron
descartadas dado que no presentan la banda de 50kDa
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AN EXO VI. Cuestionario para maestros para la participacion en el

protocolo de investigacion “Calidad del aire exterior e interior en escuelas
primarias, y biomarcadores de salud en la poblacion escolar infantil de la
Ciudad de México”

Lugar: a de del

ano 2016 FOLIO:;

I. Datos generales

Nombre completo:

Género: M F Edad:

Grado escolar que imparte actualmente:

1. ¢El salén cuenta con sistemas de aire
acondicionado? Si ()
No ()
En caso afirmativo ¢con qué frecuencia lo usa?

2. A continuacion se presentan algunos productos que podrian encontrarse en la
escuela, marque con una X aquellos cuya presencia ha identificado en el aula
de clase:

Producto

Plaguicidas (insecticidas)

Velas, incienso

Desinfectantes

Desengrasantes

Limpiadores superficies

Aromatizantes de interiores

Pinturas

Pegamento

Solventes

Combustibles

Antitranspirante, desodorante (aerosol)

Perfumes

Spray para cabello

Esmalte para ufias

Talco

Detergentes en polvo




3.

Gises
Plumones
Crayolas
Medicamentos
Resinas
Alfombras

Durante su uso, ¢los nifios estan presentes en
elsalon? Si ()

No ()

En caso afirmativo, ¢qué medidas de precaucion se
toman? Ventanas abiertas ()

Ninguna ( )
Otras (especifique)
4. ¢Hay animales con pelo dentro la
escuela? Si ()
No ()
5. Marque con una X si ha notado las siguientes condiciones dentro del salén
Polvo
Moho

Problemas de agua (goteras, fugas en tuberias)

Dafios por humedad (manchas, oscurecimiento
de techo, paredes, piso)

6.

¢Como percibe la calidad del aire en el interior
del salon? Muy pobre ()

Pobre ()

Buena () Muybuena( )

¢Como considera la calidad de aire en el exterior
del salon? Muy pobre ()

Pobre ()

Buena () Muy buena ()

¢Los nifios practican alguna actividad fisica al aire libre? (correr, patinar,
bicicleta, caminar a escuela, jugar con amigos)

Si()

No ()

En caso afirmativo, ;en qué horario se realiza?

¢Cuantas veces a la semana, en promedio, los nifios son alimentados con lo
siguiente?

Alimento Nunca u Una o dos veces Tres 0 mas veces
ocasionalmente por semana por semana
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Carne (carne de res,
cordero, pollo,
cerdo)

Pescado y mariscos

Frutas

Verduras

Leguminosas (habas,
chicharos, lentejas)

Cereal (incluyendo
pan)

Léacteos (leche,
yogur, queso)

Embutidos
(salchicha, jamén,
etc.)

Comida rapida
(tacos, tortas,
hamburguesas)

Comida chatarra
(papas fritas,
chicharrones, dulces
refresco, etc.)

10. ¢En el aula se realizan actividades de estimulacion temprana para
los nifios? (rompecabezas, figuras de plastilina, jugar con pelotas,
dibujar, etc.)

Si()
No ()

iAGRADECEMOS SU VALIOSA
PARTICIPACION!



AN EXO VII. Cuestionario para padres de familia para la participacion

en el protocolo de investigacion “Calidad del aire exterior e interior en
escuelas primarias, y biomarcadores de salud en la poblacién escolar infantil

de la Ciudad de México”

Lugar: a

de

del afio 2016 FOLIO:

I.- Datos generales

Género: M F | Edad:

Peso: Estatura:

Ocupacion:

Estado civil:

Fecha de nacimiento:

Ciudad de origen:

Correo electrénico:

Teléfono:

Nombre completo:

I1.- Historia residencial

Calle:

| Namero:

Colonia o fraccionamiento:

Municipio o delegacion:

Tiempo que lleva viviendo en este domicilio:

¢Ha vivido fuera de la Ciudad de México?

| ¢Cuanto tiempo?

lll. Estatus de Salud de su hijo

En esta seccion se realizaran preguntas relacionadas con habitos e historia clinica

de su hijo. Nombre completo:

Género: M F Edad:

Peso: Estatura:

Fecha de nacimiento:

Lugar de nacimiento:

1. Durante su
embarazo ¢usted
fumé? Si ()

94




No ()
En caso afirmativo, ¢Con qué frecuencia?

Durante su embarazo ¢usted

consumio alcohol? Si ()

No ()

En caso afirmativo, ¢Con qué frecuencia?

Durante su embarazo ¢usted estuvo expuesta a plaguicidas, arsénico, u
otros compuestos toxicos?

Si ()

No ()

Durante su embarazo ¢tuvo alguna infeccién viral? (influenza, hepatitis,
varicela, herpes, etc.)

Si()

No ()

&Su
hijo
fue
premat
uro? Si
()

No ()

¢Su hijo

fue

amamant

ado? Si (

)

No ()

En caso afirmativo, ¢hasta qué edad? (meses)

¢A los cuantos afios empez6 a hablar su hijo?

Por favor, marque con una X, si su hijo ha sido diagnosticado con alguna

de lassiguientes enfermedades:

Enfermedades cronicas

Trastornos asociados al sistema nervioso

Diabetes Epilepsia

Asma Migrafia

EPOC Hiperactividad con
déficit de atencion

Obesidad Problemas de
lenguaje

Gastritis Depresion
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Colitis Problemas de
conducta

Cancer Ansiedad

Otra (especifique) Otro (especifique)

9. ¢Su hijo ha mencionado que
tiene visién borrosa? Si ()
No ()

10. ¢Ha notado que su hijo esté& ansioso, estresado,
enojado, triste? Si ()
No ()

11. ¢Alguna vez su hijo se ha intoxicado
con medicamentos? Si ()
No ()

12. ¢Su hijo ha tenido problemas
de aprendizaje? Si ()
No ()

13. Por favor, margue con una X, si su hijo presenta alguno de los siguientes sintomas:

Dificultad para entender lo que las personas decian

Problemas para seguir instrucciones

Problemas para organizar sus pensamientos

Uso frecuente de muletillas (“um”

Menor vocabulario que el de otros nifios de su edad

Dificultad para crear oraciones y comunicarse

Repeticion continua de frases (como eco)

Dificultad para pronunciar ciertas palabras

Dificultad para mantener la atencion en tareas o juegos

Dificultad para organizarse

Se distrae facilmente

No sigue las instrucciones en la escuela o en el hogar

Con frecuencia pierde juguetes o Utiles escolares

Dificultad para jugar o trabajar en forma silenciosa

Habla excesivamente

Problemas para esperar su turno (impaciente)

A menudo se distrae con problemas irrelevantes

IV. Factores de estilo de vida

14. ;Cuantas veces a la semana en promedio su hijo es alimentado con lo siguiente?

Alimento

Nunca u
ocasionalmente

Una o dos veces
por semana

Tres 0 mas veces
por semana
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Carne (carne de res,
cordero, pollo,
cerdo)

Pescado y mariscos

Frutas

Verduras

Leguminosas (habas,
chicharos, lentejas)

Cereal (incluyendo
pan)

Léacteos (leche,
yogur, queso)

Embutidos
(salchicha, jamdn,
etc.)

Comida rapida
(tacos, tortas,
hamburguesas)

Comida chatarra
(papas fritas,
chicharrones, dulces
refresco, etc.)

15. ¢Su hijo realiza
alguna actividad
fisica? Si ()
No ()
En caso afirmativo, ;con qué frecuencia? Jla

realiza en un espacio cerrado o en exteriores? _

16. ;Realiza actividades con su hijo que estimulen su desarrollo neurol6gico?
(rompecabezas, figuras de plastilina, jugar con pelotas, dibujar, etc.)
Si()
No ()
En caso afirmativo, ¢con qué frecuencia?

17. (En la escuela donde asiste su hijo se realizan actividades de
estimulacién temprana para los nifios?
Si()

No ()
En caso afirmativo, ¢con qué frecuencia?

V. Ambiente

18. ¢En qué tipo de edificio esta
viviendo ahora?
Condominio ()

Casa
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Otro tipo (especifique)

19. ¢En qué afio fue construida su casa?
¢ Cuanto tiempo lleva

viviendo su hijo ahi?

20. Marque con una X, si su hogar se encuentra cerca de:

Vias principales

Gasolineras

Fabricas

Tintorerias

Crematorios

21. ¢Usted tiene usted mascotas? (perros,
gatos, peces, aves) En caso afirmativo
especifique cudl

22. Marque con una X si ha identificado alguna de estas condiciones en su
casa durante los Gltimos 12 meses

Problemas asociados con agua (fugas, goteras, etc.) en paredes pisos o techos

Decoloraciones en el piso

Crecimiento de moho en paredes, pisos o techos

Olor a humedad en alguna de las habitaciones

Otro olor (especifique)

VI. Exposicion

23. En su casa ¢usted o alguno de los
habitantes fuma? Si ()
No ()
En caso de que haya mas de un fumador, por favor, especifique para cada uno lo
siguiente:

Fumador 1 Fumador 2 Fumador 3 Fumador 4

¢ Cuéantos cigarros fuma
al dia?

¢Fuma dentro de la
vivienda?

¢Su hijo esta presente
cuando alguien fuma?

24. A continuacién se presentan algunos productos que suelen ser
utilizados en el hogar, marque todos lo que utiliza.
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25.

26.

217.

28.

Producto Frecuencia
Plaguicidas (insecticidas)

Velas, incienso

Desinfectantes

Desengrasantes

Limpiadores superficies
Aromatizantes de interiores

Pintura (casa), barniz

Pegamento

Solventes

Combustibles

Antitranspirante, desodorante (aerosol)
Perfumes

Spray para cabello

Esmalte para ufias

Talco

Detergentes en polvo

¢Su hijo esta presente cuando usa
dichos productos? Si ()
No ()

Al utilizar los productos anteriores, ¢suele usted tener las ventanas
abiertas o algun sistema de ventilacién?

Si()

No ()

Aproximadamente ;Cuantas horas pasa su hijo al aire libre?
De 0 a2 horas ()
De 2 a4 horas ()
De 4 a6 horas ()
Mas de 6 horas ()

¢Qué medio de transporte utiliza generalmente para
Ileva a su hijo a la guarderia/preescolar/primaria?

Publico (metro, camidn, taxi, etc.)
Particular (automdvil, motocicleta, bicicleta)
Otro (especifique)

i AGRADECEMOS SU VALIOSA
PARTICIPACION!
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AN EXO VIII. carta de consentimiento informado para la participacion en

el protocolo de investigacion “Calidad del aire exterior e interior en escuelas
primarias, y biomarcadores de salud en la poblacion escolar infantil de la Ciudad de
México”

Lugar: a de del afio 2016 FOLIO:

Justificacion del estudio

La calidad del aire influye en el desarrollo de diversas enfermedades en los habitantes
de la Ciudad de Meéxico, siendo la poblacion infantil un grupo muy vulnerable.
Ademas, la calidad del aire en interiores de escuelas y guarderias juega un papel
importante sobre la salud de los nifios. Existe la necesidad de realizar estudios para
conocer si el ambiente y la calidad del aire en los lugares donde los nifios pasan un
mayor tiempo es adecuado para su desarrollo, por lo que se plantea realizar un estudio
de monitoreo y epidemiologia molecular con el fin de investigar en primer lugar la
calidad del aire en escuelas primarias usando como indicador el material particulado
(PMy y PM25s), y evaluar la utilidad de biomarcadores en muestras bioldgicas no
invasivas como la saliva y la orina para conocer el impacto en la salud de la poblacion
infantil en edad escolar.

Objetivo de este estudio

Estudiar la relacion entre la calidad del aire exterior e interior en escuelas primarias,
con biomarcadores de salud en la poblacidn escolar infantil en la Ciudad de México.

Procedimientos

Si usted consiente que su hijo participe en el estudio y al mismo tiempo también su
hijo(a) acepta participar, ocurrira lo siguiente:

Le pediremos a su hijo(a) que done una muestra de saliva y otra de orina. A usted le
pediremos que conteste un cuestionario acerca de la historia clinica de su hijo, lugar de
residencia, estilo de vida, ambiente y posibles fuentes de exposicion a contaminantes.
Todas las muestras proporcionadas seran analizadas en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM.

Riesgos potenciales y molestias: No existen riesgos mayores para su hijo durante su
participacion en este estudio. La toma de muestra de saliva puede resultar un poco
incdmoda para su hijo(a).

Beneficios: Usted o su hijo no se beneficiardn inmediatamente al participar en este
estudio. Si se observa alguna alteracion en las muestras biolégicas que proporcione su

100



hijo se lo haremos saber. Este estudio ayudara a saber el efecto que tiene la calidad del
aire exterior e interior en escuelas y utilidad de marcadores biolégicos para conocer la
salud de la poblacion escolar. Usted y su hijo(a) no recibiran ningln pago por participar
en el estudio, y tampoco implicaré algin costo para usted o su hijo(a).

Participacion Voluntaria/Retiro: La participacion en este estudio es absolutamente
voluntaria. Usted estd en plena libertad de negarse a otorgar el consentimiento de
participacion de su hijo(a), atin cuando el menor haya manifestado interés en participar.
Asi mismo, también tiene derecho a retirar su consentimiento y la participacion de su
hijo(a) en cualquier momento. La decision de participar o no participar no afectaran de
ninguna manera en las actividades escolares de su hijo. Todas las muestras seran
guardadas hasta que el estudio concluya y una vez terminado estas seran desechadas
de forma especial para no contaminar el ambiente. El resguardo de las muestras se
realizara en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. El responsable
del resguardo y desecho final de las mimas sera el Dr. Jorge H. Limo6n Pacheco. Si en
algin momento usted desea retirar su autorizacion para el resguardo de las muestras y
quiere que estas se eliminen, puede hacerlo con toda libertad y sin ninguna
consecuencia por ello.

Confidencialidad: Toda la informacién que se nos proporcione para el estudio sera de
caracter estrictamente confidencial, serd utilizada Unicamente por el equipo de
investigacion del proyecto y no estara disponible para ningin otro propésito. Los
participantes quedaran identificados con un nimero y no con su hombre. Los resultados
de este estudio seran publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera
gue no podra ser identificado el participante.

Autorizacion para la toma de muestras

Marque con una X su eleccion

No autoriza que se tome la muestra. ( )
Si autorizo que se tome la muestra solo para este estudio. )
Si autorizo que se tome la muestra para este estudio y estudios futuros. (__)

Autorizacion para el resguardo de las muestras

No autoriza que las muestras se resguarden. (
)
Si autorizo que las muestras se resguarden hasta el término de este estudio
y se utilicen solo para este estudio. (
)
Si autorizo que las muestras se resguarden hasta el término de este
estudio y puedan ser usadas para este estudio y estudios futuros. (
)

Numeros a Contactar: Si usted tiene alguna pregunta, comentario o preocupacion con
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respecto al proyecto, podra dirigirse a:
Investigador Responsable:

Dr. Jorge Humberto Limén Pacheco
Departamento de Medicina Genémica y Toxicologia Ambiental del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de la UNAM
Teléfono: 56229178
correo electronico: jorgehlimon@comunidad.unam.mx
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Consentimiento para su participacion en el estudio
Su firma indica su aceptacion para que su hijo

participe voluntariamente en el presente estudio

Nombre de quien ejerce la patria potestad del menor participante: Fecha:
Dia/ Mes / Afio

Firma:

Nombre Completo del Testigo 1: Fecha:

Dia/ Mes / Ao

Direccion

Firma:

Relacién con el participante

Nombre Completo del Testigo 2: Fecha:

Dia/ Mes / Afio

Direccion

Firma:

Relacién con el participante

Nombre de la persona que obtiene el consentimiento Fecha:
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