\\\\\\lH\S\“I\ﬂ NACIONAL AUTONOMA e,
< i
(]

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS MEDICAS,

ODONTOLOGICAS Y DE LA SALUD
CAMPO DEL CONOCIMIENTO: CIENCIAS DE LA SALUD
CAMPO DISCIPLINARIO: EPIDEMIOLOGIA

Exposicion Prenatal a Disruptores Endocrinos y Maduracion
Pulmonar en Nifios: Un Estudio de Cohorte

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE
DOCTORA EN CIENCIAS

PRESENTA
Maria Consuelo Escamilla Nunez
TUTOR PRINCIPAL

Dr. Victor Hugo Borja Aburto
Atencion Primaria a la Salud, IMSS

COMITE TUTOR

Dr. Albino Barraza Villarreal,
Instituto Nacional de Salud Puablica

Dr. Carlos A. Aguilar Salinas,
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

Dra. Maria Eugenia Gonsebatt Bonaparte,
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM

Dr. Rogelio Pérez Padilla,
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias

Ciudad Universitaria, Ciudad de México Diciembre2019.



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo se lo dedico a mis padres, José Escamilla y
Maria de los Angeles Nufiez con todo mi carifio.

Por ser las mejores guias que Dios me dio y un ejemplo
a seguir, mi papa siempre firme, fuerte, responsable y
trabajador; y mi mama callada pero presente, incondi-
cional con su familia y siempre apoyando.

Agradezco infinitamente a Dios por darme la oportuni-
dad de convivir con personas que han marcado mi es-
tancia por este mundo.

A mi familia que amo y respeto; Edi, Quetzalli, Renata,
Gio, Pingiiinito; a mis hermanos Jaque, Arturo, Javier y
Beto, que siempre han estado presentes en mi camino
en los buenos y malos momentos.

A mis amigos y companeros que me han apoyado y en-
sefiado a ver las cosas desde una prospectiva mas con-
fortable; Paula, Rosalba, Dra. Isabel, Lety, Jorge, Lulq,
Laura, Paulina, Lilia, Salvador, Carmen, Horte, David, a
todos ellos y a muchos mas les agradezco infinitamente
su paciencia, comprension y sus ensefianzas para conti-
nuar y no desistir en mis propositos.

A mi tutor Dr. Victor Borja Aburto, por su humildad,
recibirme como su alumna cuando méis necesitaba de
alguien que me acogiera en la UNAM, por hablarme con
paciencia, tranquilidad haciéndome ver las cosas desde
otro punto y, sobre todo por ensenarme a no avanzar
cuando no tenemos la certeza de lo que proponemos.

La gratitud, como ciertas flores, no se da en la altura y me-
jor reverdece en la tierra buena de los humildes.

José Marti



No te rindas

No te rindas, aun estas a tiempo

de alcanzar y comenzar de nuevo,
aceptar tus sombras, enterrar tus miedos,

liberar el lastre, retomar el vuelo.

No te rindas que la vida es eso,
continuar el viaje,
perseguir tus suenos,
destrabar el tiempo,
correr los escombros y destapar el cielo.

No te rindas, por favor no cedas,
aunque el frio queme,
aunque el miedo muerda,
aunque el sol se esconda y se calle el viento,
atin hay fuego en tu alma,
atin hay vida en tus suefos,
porque la vida es tuya y tuyo también el deseo,
porque lo has querido y porque te quiero.

Porque existe el vino y el amor, es cierto,
porque no hay heridas que no cure el tiempo,
abrir las puertas quitar los cerrojos,
abandonar las murallas que te protegieron.

Vivir la vida y aceptar el reto,
recuperar la risa, ensayar el canto,
bajar la guardia y extender las manos,
desplegar las alas e intentar de nuevo,
celebrar la vida y retomar los cielos,

No te rindas por favor no cedas,
aunque el frio queme,
aunque el miedo muerda,
aunque el sol se ponga y se calle el viento,
atn hay fuego en tu alma,
aun hay vida en tus suefos,
porque cada dia es un comienzo,
porque esta es la hora y el mejor momento,
porque no estds sola,
porque yo te quiero.

Mario Benedetti

RESUMEN

Los disruptores endocrinos son quimicos capaces de alterar el equilibrio hormo-
nal y la regulacion del desarrollo embrionario y, por tanto, tienen la capacidad
de provocar efectos negativos sobre la salud de un organismo o de su progenie.
La evidencia sobre el efecto de los disruptores endocrinos sobre el desarrollo y
maduracion pulmonar es aun insuficiente. Material y Métodos. A partir de un
ensayo clinico aleatorizado doble ciego, en Morelos, México donde se incluyeron
mujeres embarazadas para recibir suplemento de DHA desde la semana 18-22 de
gestacion hasta el parto. Se dio seguimiento a 290 binomios madre-hijo desde el
nacimiento hasta los 9 afios. A los nifios se les realizaron pruebas de oscilometria
y antropometria en sus consultas anuales de revision a los 3, 4, 5, 7, 8 y 9 afios.
A partir de muestras de orina materna recolectadas durante el embarazo se ob-
tuvieron las concentraciones de metabolitos de ftalatos y niveles de bisfenol A.
Al explorar las mediciones de funcion pulmonar un error de medicion fue iden-
tificado y rectificado con el proposito de no obstaculizar el propésito del estudio,
sin embargo, esto obligo a realizar un analisis de sensibilidad y calculo de la po-
tencia estadistica. El efecto de los disruptores endocrinos sobre el desarrollo de
la funcion pulmonar se evalu6 a partir de modelos mixtos, que se ajustaron por
potenciales confusores. Se utilizaron modelos mixtos y simulaciones estadisticas
con la intencién de proponer alternativas en presencia de errores de medicion.
Resultados. Al evaluar el efecto de la exposicion prenatal sobre la funcion pul-
monar del nifio se pudo observar un efecto controversial al estratificar por grupo
de suplementacion. El efecto de todos los metabolitos de ftalatos y BPA resul-
t6 negativo en el grupo de nifios de madres suplementadas con DHA, pero solo
fue significativo (p<0.05) los metabolitos derivados del Di(2-Etilhexil) ftalato) y
el metabolito mono(n-Butyl) ftalato, en contraste, con el grupo de nifios cuyas
madres recibieron placebo. Conclusiones. Nuestros resultados deberan tomarse
con cautela debido a la falta de potencia estadistica, sin embargo, para aclarar la
controversia que encontramos podria incitar a una nueva investigacion donde se
considere un tamafio de muestra ad hoc a la pregunta de investigador, asi como
una dosis mas alta de DHA en el embarazo y esta se prolongue hasta la lactancia
para evaluar su efecto protector en etapas tempranas, al igual que valorar los ni-

veles de los metabolitos de ftalatos durante la primera infancia.

Palabras clave: Funcion pulmonar, Disruptores endocrinos, Bisfenol A y Ftala-

tos, sesgos.
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®® ANTECEDENTES

Generalidades

En los dltimos afios ha llamado la atenciéon de los investigadores el incremento en
la produccién y el uso de materiales plastificantes. Los plastificantes se utilizan du-
rante la fabricacion del plastico con el propdsito de mejorar la calidad, resistencia,
flexibilidad y duracién (Mitro, Johnson, y Zota 2015; Robinson y Miller 2015). Sin
embargo, son sustancias quimicas consideradas “disruptores endocrinos” (endocri-
ne-disrupting chemicals, EDCs) porque tienen similitud estructural con las hormonas
endogenas y pueden alterar las rutas metabolicas de estas (Gore et al. 2015). Dichas
sustancias estan presentes en gran cantidad de productos de uso cotidiano y carecen
de normativas, de tal forma que la salud de la poblacion y del medio ambiente esta en
riesgo debido a sus caracteristicas toxicologicas (Romano Mozo, Dolores 2012; U.S.
Environmental Protection Agency (EPA) 2013).

Dentro de los principales compuestos clasificados como disruptores endocrinos se
han descrito a los ftalatos y al bisfenol A (BPA) (Balabani¢ et al., 2011). Conocer los
mecanismos y modos de accion es una de las prioridades de la investigacion en el cam-
po de la salud. En los ultimos afios ha habido avances importantes, pero el mecanismo

por el que alteran el equilibrio hormonal atn es controversial.

PuLMONAR EN NIN0OS: UN EsSTUDIO DE COHORTE

Los ftalatos o ésteres de ftalato se comenzaron a producir en 1920 y su uso se
increment6 a partir de nacimiento del PVC. Se estima que anualmente se producen

en el mundo alrededor de 400,000 toneladas de ftalatos Se utilizan mucho en diver-
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sas industrias, como la industria de los alimentos para el resguardo y/o empaqueta-
do (Lopez-Carrillo et al. 2009; C.-G. Bornehag et al. 2004; Rudel y Perovich 2009;
Heudorf, Mersch-Sundermann y Angerer 2007); en la industria de los cosméticos,
perfumes y otros productos para el cuidado personal (lacas para el cabello, jabones,
champt, esmaltes para uias y cremas humectantes).; en juguetes flexibles de plastico
y de vinilo; en cortinas para ducha y persianas de vinilo. También estdn presentes en
terminados para madera, detergentes, adhesivos, tuberias de plastico para plomeria,
lubricantes, disolventes, insecticidas, materiales de construccion, pisos de vinilo. In-
cluso se encuentran en tubos y bolsas para liquidos de uso médico y en dispositivos
médicos como cubiertas de pildoras o sondas y catéteres. La exposicion a los ftalatos
se da a gran escala a través de la ingestion (agua y alimentos), la inhalacién, por con-
tacto (juguetes) y al usar equipos y dispositivos médicos (Lewis et al. 2013; Parlett,

Calafat, y Swan 2012).
13
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Entre los diferentes tipos de ftalatos, los mas empleados son el Di(2-Etilhexil) ftalato
(DEHP), Di(iso-Decil) ftalato (DiDP), Di(iso-nonil) ftalato (DiNP), Dimetil ftalato
(DMP), DiEtil ftalato (DEP) y Di(n-Butil) ftalato (DnBP). El DEHP es el plastificador
mas usado en el PVC, mientras que los DEP, DBP y DMP son usados en los productos
cosméticos.

La propiedad plastificante de los ftalatos proviene de su estructura quimica. Los ftala-
tos representan una amplia familia de productos quimicos que contiene un anillo de
benceno, dos grupos carbonilo y dos grupos de alcohol que generan una estructura de
diéster. Las ramificaciones comunes de DEHP, DBP, BBP, DINP y la funcion de cadena
ramificada de alcohol contiene de 6 a 13 atomos de carbono. Los ftalatos lineales con-
tienen grupos lineales e incluyen una cadena de alcohol corta. E1 DEP y DMP y otros
ftalatos tienen cadenas con longitudes de siete a 11 atomos de carbono y se utilizan
para impartir una mayor flexibilidad a bajas temperaturas.

La estructura del anillo de los ftalatos de benceno ayuda a reducir su viscosidad, pero
también los hace mas dificiles de degradar. Los ftalatos se mueven libremente a través
del polimero PVC para impartir flexibilidad y otras caracteristicas. Puesto que no se en-
lazan covalentemente con el polimero, son facilmente liberados al aire, agua, saliva, san-
gre, soluciones intravenosas, formulas nutricionales y otros materiales de extraccion.
Los ftalatos tienden a ser solubles en grasa por lo que se lavan mas rapido en soluciones
que contienen lipidos. Dependiendo de las circunstancias de uso, del 2 al 50% del con-
tenido de ftalatos puede salir del producto durante su vida ttil (DiGangi J et al. 2002).

La tendencia actual en toxicologia es evaluar el efecto de mezclas de contaminantes
y suimpacto sobre la salud humana, dado que se acerca mas a la realidad de las exposi-
ciones en los individuos (Altenburger et al. 2013). Una herramienta esencial para rea-
lizar este tipo de evaluaciones es la generacion de indices de exposicion que permitan
evaluar el efecto conjunto o combinado en la salud (Larsson et al. 2014) pues a bajas
concentraciones, o combinados entre si, podrian causar alteraciones a nivel hormonal

que se reflejen en la salud, sobre todo en la de poblacion infantil.

Exposicion a ftalatos y bisfenol A

Ftalatos
La exposicion durante la gestacion a ftalatos ha sido relacionada con efectos a nivel
reproductivo en los recién nacidos del género masculino, como disminucion de la

distancia anogenital (Bustamante-Montes et al. 2013; Swan et al. 2005), con el tamafno

del feto (Latini et al. 2006; Adibi et al. 2009; Meeker et al. 2009; Whyatt et al. 2009),
abortos (Ferguson, McElrath, y Meeker 2014), efectos potenciales sobre el neurode-
sarrollo e incremento en el Indice de Masa Corporal (IMC) y la circunferencia de la
cintura (Engel et al. 2010; Kobrosly et al. 2014; Philippat et al. 2017), . Por su parte, la
exposicion a BPA se ha relacionado con abortos (Sugiura-Ogasawara et al. 2005); con
inhibicion de la liberacion de adiponectina, hormona especifica de los adipocitos que
aumenta la sensibilidad a la insulina y que, por lo tanto, tiene la posibilidad de agra-
var la resistencia a la insulina y la susceptibilidad a los sindromes relacionados con la
obesidad, como el sindrome metabolico y la diabetes mellitus tipo 2 (Hugo et al. 2008;
Alonso-Magdalena et al. 2010).

Harley y colaboradores evaluaron el IMC, la grasa corporal y la presencia de sobre-
peso u obesidad en nifas de 9 afios en un estudio prospectivo sobre la exposicion pre-
natal y postnatal al BPA. Encontraron un efecto negativo significativo de la exposicion
prenatal a BPA sobre el IMC, la grasa corporal y la probabilidad de tener sobrepeso u
obesidad. Sin embargo, este efecto fue positivo al considerar la exposicion postnatal
(Harley et al. 2013).

El Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC por sus siglas en inglés)
estima que 5% de las mujeres en edad reproductiva en Estados Unidos estin contami-
nadas con el 75% o mas del nivel de solo uno de los ftalatos. Muchas de estas mujeres
también estan regularmente expuestas a cantidades significativas de BBP y DEHP por
lo que sus exposiciones globales plantean riesgos ain mayores (DiGangi J et al. 2002;
Robins J et al. 2011).

En la poblacion general, la principal fuente de exposicion es a través del consumo
o ingestion de alimentos contaminados, seguida de la inhalacién. Los nifios estan re-
lativamente mas expuestos por la ingestion de polvo dentro de las casas, alimentos,
juguetes, etc. (Clark K, Cousins IT, y Mackay D 2003).

Los ftalatos se metabolizan y excretan rapidamente y no se acumulan en el orga-
nismo (Anderson et al. 2001). Los diésteres de ftalatos ingeridos se hidrolizan en el
intestino transformandose en el correspondiente monoéster que es absorbido. Los
metabolitos de los ftalatos hidrofébicos como DEHP y DINP se excretan por la orina
y a través de la leche materna( (Genuis et al. 2012).

Estudios recientes han mostrado que la exposicion a ftalatos tiene un efecto negativo
en el la salud respiratoria de los nifios: obstruccion bronquial, sibilancias persisten-
tes, tos y flema , asma y niveles de 6xido nitrico exhalado en nifios menores de 8 afios
(Jouni J.K. Jaakkola y Knight 2008; Kimber y Dearman 2010; C. G. Bornehag y Nanberg
2010; Just et al. 2012; Choi et al. 2010; ) Sin embargo, Hoppin no encontrd en nifos al-

guna relacion entre estos metabolitos y los sintomas respiratorios (Hoppin et al. 2013).
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En la poblacién adulta también se ha encontrado evidencia de que la exposicion a los
materiales de plastico provocan asma (J. J. K. Jaakkola 2006; Kanazawa et al. 2010). En
ratones se ha encontrado una posible correlacién entre la exposicion a ftalatos y el asma
puede a través de su efecto en la diferenciacion de las células Th2 (principalmente en la
produccion de IgG1 e IgE) y la induccion de 1a produccion de mastocitos y eosinofilos,
que son parte importante de la primeras etapas de 1a inflamacion y parte importante del
mecanismo de la patogénesis del asma (C. G. Bornehag y Nanberg 2010).

Son pocos los estudios que han evaluado la exposicion de los metabolitos de los ftala-
tos en orina a través del tiempo para determinar un posible efecto sobre el desencade-
namiento del asma (Tillett 2013).

Exposicion a Bisfenol A

Por otro lado, el bisfenol A (2,2-bis (4-hidroxifenil) propano, n.° CAS 80-05-7) es una
sustancia quimica que se produce en grandes cantidades y se usa en la manufactura de
algunos plasticos y resinas epoxi (poliep6xido). Las resinas epoxi se usan como lacas
en productos metalicos, latas, tapas de botellas y tubos de suministro de agua. Algunos
selladores dentales y materiales compuestos pueden contribuir a la exposicion al bis-
fenol A (Red Internacional de Autoridades en Materia de Inocuidad de los Alimentos
(International Food Safety Authorities Network, INFOSAN) 2009)

La principal via de exposicion humana al bisfenol A es a través de la dieta (Wilson
et al. 2007). El aire, el polvo, y el agua son también otras fuentes posibles de la exposi-
cion. Esta sustancia puede filtrarse en los alimentos proveniente de los revestimientos
protectores internos de resina epoxi de las latas y de vajillas de policarbonato, los re-
cipientes para almacenar alimentos, las botellas de agua y los biberones. Los plasticos
de policarbonato se encuentran en envases de bebidas, incluso en las botellas de agua,
en los biberones, y los dispositivos médicos; estan presentes en los discos compactos,
equipos de seguridad resistente al impacto. El grado en que el bisfenol A se filtra de las
botellas de policarbonato al liquido, depende de la temperatura del liquido o botella
y la edad del recipiente. El Bisfenol A también se ha encontrado en la leche materna
(Loganathan y Kannan 2011; Fenichel, Chevalier, y Brucker-Davis 2013).

Desafortunadamente, hay poca informacion acerca de la variabilidad y vias de ex-
posicion al bisfenol A en mujeres embarazadas (Braun et al. 2011). La Encuesta Na-
cional de Salud y Nutricion 2003-2004 (NHANES III) realizada por el Centro para
el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) encontr6 niveles detectables de
bisfenol A en 93% de las 2.517 muestras de orina de personas de seis afios y mas (Ca-
lafat et al. 2008; Center for the Evaluation of Risks to Human Reproduction 2008).

Se ha reportado la induccion de asma experimental en ratones causada por la exposi-
cion perinatal al bisfenol, pero esta relacion no ha sido valorada en los seres humanos
(Bonds y Midoro-Horiuti 2013). Actualmente el Instituto Nacional de Ciencias de
Salud Ambiental (NIEHS) y el programa nacional de Toxicologia de los E.U. tienen un
consorcio para concentrar los recursos para investigaciones realizadas en los ultimos
cuatro anos sobre el bisfenol A con el objeto de resolver controversias sobre los po-
sibles efectos en la salud humana de 1a exposicion a bajos niveles de agentes con acti-
vidad endocrina (Birnbaum et al. 2012; Center for the Evaluation of Risks to Human
Reproduction 2008).

Numerosos estudios han mostrado que la exposicién a contaminantes del aire tie-
ne un efecto adverso sobre la salud respiratoria, especificamente provocando dismi-
nucion de la funcion pulmonar, asma, sintomas nasales, bronquitis y sensibilizacion
a alérgenos inhalados, tanto en nifos como en adultos (Calderon-Garciduefas et al.
2003, 2006; Barraza-Villarreal et al. 2008). Aunque la evidencia de una relacién entre
la exposicion a plasticos y sibilancias esta creciendo, hasta la fecha no hay estudios
que de forma contundente hayan reportado una relacion entre la exposicion a ftalatos
y bisfenol A y efectos dafiinos sobre el desarrollo y la maduracion pulmonar que a
futuro podrian repercutir en la salud individual.

El efecto sobre la salud de los nifios podria ser mayusculo dada la vulnerabilidad
de este grupo pues en esta etapa los estdn en proceso de maduracion. Ademas, en los
nifnos, las enfermedades respiratorias son mas comunes y se manifiestan por sintomas
respiratorios, disminucion de la funcion pulmonar y mayor incidencia de consultas de

urgencia en hospitales por estos padecimientos.

Funcion Pulmonar

El desarrollo y crecimiento pulmonar se inicia en la etapa fetal y postnatal y finaliza
hasta los 18 afnos de edad (Iniguez F., Sinchez I. 2008; Nicolas Cobos, Silvia Gartner
y Conrad Reverté, s/f). Durante estas etapas el pulmdn puede presentar alteraciones
congénitas o adquiridas que pueden evidenciarse en edades mas avanzadas y en cuyo

dafio puede ser irreversible.

Periodo Prenatal
Durante la etapa prenatal el crecimiento pulmonar se presenta en cuatro fases: La em-
brionaria, pseudograndular, canalicular y sdculo-alveolar caracterizadas por hallazgos

histolégicos distintos, que van desde desarrollo de las vias aéreas mayores, desarrollo
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de vias aéreas y bronquiolos terminales (diferenciaciéon de bronquios, bronquiolos y
acino), vascularizacion y mayor desarrollo de acinos hasta la subdivision de saculos
y formacién de alvéolos, aunque el 85 % de los alvéolos se desarrolla en el periodo
postnatal. Mientras que el desarrollo pulmonar se da a partir de la embriogénesis (de-
sarrollo del embrion), morfogénesis (desarrollo del aspecto externo e interno de la
configuracion pulmonar, vias aéreas y zonas de intercambio gaseoso), diferenciacion
(desarrollo de las células especializadas a partir de primitivas precursoras) y creci-
miento (expansion volumétrica pulmonar y masa tisular); esta tltima etapa ocurre en
la vida fetal y en la postnatal (Nicolds Cobos, Silvia Gartner, y Conrad Reverté, s/f;
Ifiguez F., Sanchez I. 2008; Burri 2006).

Periodo Postnatal

Las vias aéreas del recién nacido estan ya completamente desarrolladas, mientras que
sus unidades respiratorias se encuentran ain en fase de crecimiento. Antes de los tres
afios, mas que aumentar en tamano, los alvéolos se multiplican (Kotecha 2000a, 2000b;
Hislop 2002) y madura la vascularidad. Entre los tres y los ocho afios, los alveolos se
siguen desarrollando y aumentando en namero, pero el crecimiento celular pulmonar
excede al corporal. Posteriormente, el pulmon crece al mismo ritmo que el resto del
organismo hasta los 18 afos. Se estima que al nacer el namero de alvéolos es de 20 a 50
millones. Para los 8 afios este nimero ha alcanzado unos 300 millones, muy semejante al
del adulto. En cuanto a la superficie de intercambio gaseoso, se estima que esta corres-
ponde a unos 2.8 m? al nacer, 32 m? hacia los 8 afios y 75 m? en la vida adulta (Kotecha
2000b; Sanchez I 2001; Lumb AB 2005; Ifiguez F., Sinchez 1. 2008; Burri 2006).

El desarrollo del pulmon es especialmente sensible a una gran cantidad de agresio-
nes durante la gestacion y durante los primeros afios de la vida. Muchas de las enfer-
medades del adulto tienen su origen probablemente “in Gtero” o durante la primera
infancia. Posiblemente algunos de los tratamientos a los que sometemos a los nifios

afectan la maduracién pulmonar

Evaluacién mecanica del pulmon
En el sistema respiratorio en constante crecimiento y desarrollo del nifio sano o en-
fermo, es importante poder evaluar la parte mecanica a través de la oscilometria o
espirometria, dependiendo de l1a edad del paciente.

El desarrollo y crecimiento normal del pulmo6n durante la infancia es esencial para
alcanzar los niveles maximos de funcion pulmonar en la edad adulta. Un crecimiento

disminuido de la funcién pulmonar esté representado por valores bajos de volimenes

y flujos pulmonares, incrementando el riesgo de presentar sintomas graves durante
infecciones respiratorias o exacerbaciones de asma, o de presentar efectos adversos
tras la exposicion a toxinas respiratorias y, en definitiva, un incremento de riesgo de
desarrollo de enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) en la edad adulta
(Miller y Marty 2010; Kajekar 2007). La asociacién entre FEV1 bajo y el incremento
en el riesgo de presentar enfermedades cardiovasculares (de Miguel Diez, Chancafe
Morgan y Jiménez Garcia, 2013) o de mortalidad (Mascarenhas, Azevedo, y Betten-
court 2010) por cualquier causa enfatizan la importancia de alcanzar un nivel maximo

de funcién pulmonar.

Oscilometria

Un parametro ampliamente utilizado para evaluar el decremento en la funcién pulmo-
nar en los nifios se basa en el flujo espiratorio al ler segundo y en la capacidad vital
forzada, medidos a través de la espirometria. Sin embargo, estos parametros son muy
sensibles y dependen de la participacion del paciente y de las caracteristicas fisicas
del ambiente. Una alternativa que se ha evaluado en los altimos afios para utilizar en
poblacion preescolar es la oscilometria de flujo, que se basa en la técnica de oscilacion
forzada (FOT, por sus siglas en inglés). Esta mide la resistencia compleja del apara-
to respiratorio sobre una escala de frecuencias, denominada Impedancia Respiratoria
(Zrs) y tiene 2 componentes: 1a Resistencia (Rrs) y la Reactancia (Xrs). La resisten-
cia representa la resistencia al flujo de la via aérea y la reactancia corresponde a la
elasticidad (la relacion entre la presion y el volumen) toracopulmonar y los cambios
proporcionales de volumen pulmonar. Normalmente la resistencia va disminuyendo
con la frecuencia del flujo respiratorio, mientras que la reactancia va aumentando
(Komarow et al. 2012).

Esta técnica ha resultado apropiada para pacientes de corta edad dado que no re-
quiere de una cooperacién muy activa, por lo que es factible usarla tanto en nifios
sanos como enfermos a partir de los 2 o 3 afios de edad para detectar el inicio o el
progreso de alguna enfermedad, asi como la respuesta al tratamiento. Clinicamente
la FOT ha mostrado ser mas sensible que la espirometria en la deteccion de patrones
pulmonares obstructivos. Diversos estudios principalmente realizados en Europa han
demostrado que esta técnica es util para medir la respuesta a broncodilatadores en ni-
nos asmaticos (Delacourt et al. 2000) y para determinar la severidad de 1a obstruccion
de la via aérea durante el asma agudo en nifios mas pequefios que no pueden realizar

espirometria (Ducharme y Davis 1997).
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En poblacion mexicana no existen estudios que reporten la evaluacion de la funcién
pulmonar a través de esta técnica, por lo que no se cuenta con valores de referencia.
Sin embargo, la American Thoracic Society (ATS) y la European Respiratory Society
(ERS), recomiendan utilizar la FOT para medir la funciéon pulmonar (Oostveen et al.
2003; Beydon et al. 2007).

Ventana de exposicion

En los dltimos afios se ha reconocido el origen fetal de algunas enfermedades y es
comun que este origen sea identificado como “programacion” o como la hipétesis de
Braker. Se refiere a una alteracion permanente de la estructura y funcion de los 6rga-
nos y tejidos por factores que actuan sobre el feto o el lactante, ocasionando la apari-
cion de enfermedades en edades mas tardias (Barker et al. 1991; Godfrey et al. 1996;
WHO (World Health Organization)/UNEP (United Nations Environment Program-
me) 2013). Algunos de los factores implicados en la "programacion” del sistema res-
piratorio corresponden a la nutricion fetal, la exposicion fetal al tabaquismo materno
durante el embarazo, y la exposicion ambiental a alérgenos o infecciones respiratorias
de origen viral durante la infancia (Langley-Evans, Phillips, y Jackson 1997; Langley
et al. 1994; Warner et al. 1998; Warner 1999). El asma infantil o la atopia pueden ser
el resultado de una predisposicion genética y factores del entorno. Algunos de estos
factores también son programadores potenciales del sistema inmunoldgico en desa-
rrollo. Especificamente los efectos del tabaco sobre el feto han sido motivo de multi-
ples estudios; los hijos de madres fumadoras presentan alteraciones irreversibles en el
crecimiento pulmonar con la consiguiente alteracion de la funcion pulmonar (Wang
y Pinkerton 2008; Hoo et al. 1998; Dezateux y Stocks 1997).

Estado de Morelos
El Estado de Morelos tiene 1,777,227 habitantes (2010), que representan 1.6% de la
poblacion total de México. Es una poblacion joven ya que 47% es menor de 23 afios,
de los cuales 28% son nifios menores de 14 afios. La densidad de poblaciéon promedio
es de 364 habitantes por kilometro cuadrado, similar a la de la mayoria de los paises
desarrollados. No obstante, la poblacion se concentra en las dreas urbanas (84% de la
poblacién vive en localidades urbanas y el 72% de la misma radica en las zonas metro-
politanas de Cuernavaca y Cuautla) (“Censo de Poblacion y Vivienda 2010”).
Morelos es una region altamente industrializada que ocupa el 7o lugar en produc-
cion fisica manufacturera a nivel nacional (Secretaria de Desarrollo Econémico de
Morelos (SEDECO) con datos de INEGI, 2011”). E1 24% de su producto Interno Bru-

to depende de la industria manufacturera y 9% de 1a agricultura y ganaderia. Cuenta
con tres parques industriales dos de los cuales se encuentran en la zona metropolitana
de Cuernavaca: la Ciudad Industrial del Valle de Cuernavaca (CIVAC) y el Parque In-
dustrial de Emiliano Zapata (EZ). El tercero se encuentra en la zona metropolitana de
Cuautla llamada el Parque Industrial de Cuautla (PIC). CIVAC es una de las ciudades
industriales con mayor tradicion en el interior del pais y en ella se localiza gran parte de
las industrias quimico-farmacéutica y automotriz. Por otro lado, el Parque Industrial de
Emiliano Zapata es un espacio industrial de 25 hectareas que se encuentra urbanizado
casi en su totalidad y est4 ubicado al sur del drea metropolitana de Cuernavaca y cuenta
con importantes desarrollos industriales entre los cuales destacan la produccion de los
derivados del petroleo y del carbon, industrias quimicas, del plastico y del hule.

Si bien la literatura indica que la principal fuente de exposicion a ftalatos o bisfe-
nol A es a través de la dieta por el uso de utensilios y el plastico que se utiliza para el
empaque de alimentos, la dieta como tal es solo una ruta importante de exposicion.
Otra ruta es la inhalada y el efecto sobre la salud respiratoria de la poblacion infantil es
sinérgico, dadas las condiciones del entorno en las que viven. Tanto los ftalatos como
el bisfenol A se localizan en el aire, agua, suelo y materiales de uso comun.

En Cuernavaca hay industrias de plastico y automotrices que necesariamente uti-
lizan estos quimicos que contaminan los mantos acuiferos que aun subsisten en la

periferia de la ciudad, el aire y suelo.

®® PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Por un lado, en los ultimos afios la Ciudad de Cuernavaca y municipios conurbados
han crecido de forma desmedida. Se ha incrementado el trafico vehicular, el parque
industrial y los desechos industriales y urbanos que contaminan barrancas y acuife-
ros. Por otro lado, el uso de materiales de plastico o polimeros es desmedido ya que
estos han venido a sustituir en gran medida al acero y el vidrio. En los ultimos afios,
las enfermedades respiratorias se encuentran dentro de las principales causas de mor-
bilidad a nivel estatal y nacional, en particular, las infecciones respiratorias agudas y el
asma (SSM/EPI/SUIVE/2010/ SUIVE-1-2011-Proceso-Departamento de Epidemio-
logia-Coord. de Vigilancia Epidemioldgica 2008).

Los nifios que padecen infecciones respiratorias recurrentes pueden presentar li-

mitacion cronica del flujo aéreo causado por alteraciones en el desarrollo pulmonar.
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Las infecciones respiratorias severas o recurrentes a lo largo de la primera infancia
interfieren con el desarrollo del parénquima pulmonar o de las vias aéreas (Amin et
al. 2000; Pino, Garcia Rio, y Gonzalez Pérez-Yarza 2008).

El pulmoén del recién nacido no es el pulmén de un adulto en miniatura. La capa-
cidad residual funcional aumenta de 80 mL a 3.000 mL. El peso aumenta de 60 gr a
750 gr y la mayor proporcion de este crecimiento afecta a la zona respiratoria. En una
primera fase los alvéolos aumentan en nimero, y mas tarde en tamafio. Son muchas
las posibilidades de alterar el desarrollo y crecimiento pulmonar postnatal, tanto de
indole terapéutico como patologico (Pino, Garcia Rio, y Gonzalez Pérez-Yarza 2008).

El desarrollo del pulmon es especialmente vulnerable frente a una gran cantidad
de agresiones durante la gestacion y durante los primeros afios de la vida. Muchas
de las enfermedades del adulto tienen su origen probablemente “in Gtero” o durante
la primera infancia. Posiblemente algunos factores, entre otros los tratamientos a los
que sometemos a los ninos, el estado socioeconémico, la herencia, los factores de la
vivienda, los estilos de vida, la convivencia con animales y la exposicioén a contami-
nantes ambientales afectan la maduracion de sus pulmones.

La exposicion a ftalatos y bisfenol A ha sido relacionada con problemas de salud
reproductiva, malformaciones y neurotoxicidad. Actualmente existe controversia so-
bre el efecto de estos quimicos sobre la funcion pulmonar de la poblacién infantil. Sin
embargo, son pocos los estudios epidemioldgicos a nivel mundial, que hayan evaluado
el efecto de los ftalatos y del bisfenol A sobre la funcién pulmonar en nifios preesco-
lares midiendo la funcion pulmonar a través de oscilometria de flujo. Este método ha

mostrado mayor sensibilidad para detectar patrones pulmonares obstructivos.

® ® JUSTIFICACION

Se sabe que, algunas enfermedades respiratorias como el asma y las enfermedades alér-
gicas se han incrementado alrededor del mundo (Meltzer, Szwarcberg, y Pill 2004 ).
y en Latinoamérica y México constituyen un importante problema de salud puablica
(Mallol et al. 2000; Baena-Cagnani et al. 1999).Son responsables de altos costos de
atencion médica, (Newacheck y Stoddard 1994) de elevacion del ausentismo escolar
(Rubio-Padilla et al. 2009), de disminucién en calidad de vida y tienen un alto costo
socioeconomico (Bocking, Renz, y Pfefferle 2012). Son muchos los estudios alrede-

dor del mundo que han documentado los efectos adversos sobre la salud respiratoria

infantil causada por la exposicion a contaminantes del aire (Heinrich et al. 2005; Host
et al. 2012), pero son pocos los que han estudiado la exposicion a ftalatos y menos atin
a bisfenol A y los resultados han sido contradictorios.

La evidencia experimental en animales sugiere que los ftalatos y el bisfenol A pue-
den tener un impacto negativo en la salud respiratoria. Resultados publicados recien-
temente indican que en la dieta se encuentran importantes cantidades de metabolitos
de ftalatos (Trasande et al. 2013; Bradley et al. 2013; Anderson et al. 2001).

La Ciudad de Cuernavaca y municipios conurbados son dreas con un importante
desarrollo industrial, densamente pobladas y con un alto trafico vehicular, por lo que
los problemas de contaminacion de aire, suelo y agua se han incrementado de manera
importante.

Debido al crecimiento desmedido de las industrias en la zona conurbana de la Ciu-
dad de Cuernavaca, entre las cuales destacan la industria de plastico y hule nos intere-
sa documentar la exposicion al los ftalatos y el bisfenol A, determinar su magnitud y
los mecanismos por los que podrian influir en el desarrollo de enfermedades respira-
torias e identificar aquellos factores que puedan ser modificables y puedan ser usados
para establecer medidas preventivas (Denburg et al. 2005).

Los nifios tanto en paises industrializados como en vias de desarrollo estan ex-
puestos a una gran variedad de agentes quimicos, fisicos y biologicos. Los ftalatos y
el bisfenol A pueden ser particularmente dafiinos dadas las condiciones de vulnera-
bilidad de los nifios en etapas del crecimiento y desarrollo por el contacto que tienen
con material manufacturado con estos quimicos, como juguetes o contenedores de
alimentos. Los sistemas inmunologico y respiratorio estan sujetos a cambios rapidos
de crecimiento y a cambios relacionados con la diferenciacion de elementos claves en
sus funciones esenciales durante etapas tempranas por lo que son ejemplos claros de

sistemas muy vulnerables (Meltzer, Szwarcberg, y Pill 2004).

® ® HirOTESIS

¢ La exposicion prenatal a ftalatos reduce el crecimiento y desarrollo pulmonar
del nifio y se refleja en la disminucion de la funciéon pulmonar.
¢ Laexposicion prenatal a bisfenol A reduce el crecimiento y desarrollo pulmonar

del nifio y se refleja en la disminucion de la funciéon pulmonar.
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®® OBJETIVOS

Objetivo General:
Evaluar el efecto de la exposicion prenatal a (ftalatos y bisfenol A (disruptores endo-
crinos) sobre la funcién pulmonar en nifios residentes de la Ciudad de Cuernavaca,

Morelos, México.

Objetivos especificos:

¢ Determinar las concentraciones de los metabolitos de ftalatos y bisfenol A en
muestras de orina materna obtenidas durante el embarazo.

¢ Evaluar el crecimiento pulmonar de los 3 a los 9 afios en nifios a partir de las
mediciones oscilométricas.

¢ Evaluar la relacion entre la funcion pulmonar y la exposicion prenatal a cada
uno de los metabolitos de los ftalatos mono(3-carboxipropil) ftalato, monoetil
ftalato, mono(2-etil-5-carboxipentil) ftalato, mono(2-etil-5-hidroxihexil) ftala-
to, mono(n-butil) ftalato, mono(isobutil) ftalato, mono(2-etil-5-oxohexil) fta-
lato, monobencil ftalato y mono(2-etilhexil) ftalato y al bisfenol A en nifios de

Cuernavaca, Morelos.

®® METAS Y PRODUCTOS

A partir de los objetivos se propusieron las siguientes metas:
1. Determinacion de las concentraciones de metabolitos de ftalatos y BPA prove-
nientes de muestras de orina materna tomadas durante el embarazo.
2. Continuar con el seguimiento de los nifios hasta los 9 afios de edad.
3. Validar, estandarizar y concentrar la informacion obtenida en el estudio de se-
guimiento del binomio madre-hijo desde la etapa prenatal hasta los 9 afios de
edad.

4. Analizar la informacion para obtener los productos.

Como productos, se establecieron 3 articulos con el proposito de describir y eva-

luar cada parte importante del proyecto. En la primera parte, exposicion prenatal, se

describen las concentraciones obtenidas de los metabolitos de ftalatos y BPA anali-
zados, asi como la relacion entre si, y se proponen indices generados a través de la
estructura de correlacion observada. La segunda corresponde a la funcion pulmonar
desde los 3 afios hasta los 9 afios, en la cual se evalua el crecimiento pulmonar prome-
dio a partir de los 3 afios y hasta los 9 afios, explorando la parte mecanica del pulmon
por medio de la oscilometria utilizando la técnica de oscilacion forzada. La tercera y
ultima parte describe el efecto de la exposicién prenatal de estos quimicos sobre la
funcion pulmonar.
Articulo 1. Indices de exposicion a Ftalatos y BPA y su potencial uso en estudios
epidemiologicos.
Articulo 2. Curvas de crecimiento pulmonar en nifios sanos desde los 3 hasta los 9
anos de edad, Cuernavaca México.

Articulo 3. Efecto de los ftalatos y bisfenol A sobre la funcién pulmonar

Desafortunadamente, durante el seguimiento se identifico6 un patrén de comporta-
miento no esperado en las mediciones de funcion pulmonar durante la segunda fase
del proyecto que afectaron los resultados, por lo que los articulos 2 y 3, aunque fueron

desarrollados y trabajados como articulos, no son publicables.

@®® MATERIAL Y METODOS

Diseno de estudio y poblacion de estudio

La presente propuesta surge y se basa en un ensayo clinico aleatorizado doble ciego
(disefno de bloques aleatorizado doblemente cegado) en mujeres embarazadas asigna-
das aleatoriamente para recibir 400 mg de adcido docosahexaenoico (DHA) o un place-
bo (en 2 capsulas de 200 mg cada una) todos los dias a partir de la mitad del embarazo
(18 a 22 semanas de gestacion) hasta el momento del parto (INSP en México: # CI-
011, en ensayos clinicos. gov: NCT00646360). Este estudio se realiz6 en colaboracion
con el Departamento de Hubert de Salud Global, Escuela de Salud Publica Rollins,
Universidad de Emory, Georgia Atlanta, EE.UU,; el Instituto Nacional de Salud Publica
(INSP), México; y por el Hospital General del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) de Cuernavaca, México. El protocolo fue aprobado por el Consejo de Revision
Institucional de la Universidad de Emory y por los Comités de Etica y Bioseguridad

del INSP y del IMSS. Todos los procedimientos se explicaron a las participantes quie-
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nes firmaron una carta de consentimiento informado. Los datos del estudio fueron
revisados peridodicamente por un Comité externo de Monitoreo de Seguridad y Datos
(DSMC). Para mas detalles consultar el articulo de Usha Ramakrishnan, 2010 (Ra-
makrishnan et al. 2010).

Las participantes fueron reclutadas en el Hospital General del IMSS de Cuernavaca,
durante las visitas de rutina prenatal entre febrero del 2005 y febrero del 2007. Las
mujeres incluidas en el ensayo clinico tenian entre 18 y 35 anos y fueron reclutadas
entre las 18 y 22 semanas de gestacion y seguidas durante la gestacion, al momento del
parto y después del parto junto con sus hijos. Se obtuvo informacién socioecondmica,
antropométricas dieta, actividad fisica y antecedentes familiares asociadas a enferme-

dades respiratorias.

Diseno de estudio

Para cumplir con los objetivos del presente trabajo se establecié un estudio de co-
horte a partir del ensayo clinico previamente descrito con 290 binomios madre-hijo.
La cohorte de nifios inici6 al momento de su nacimiento y se siguié hasta los 9 afios.
La exposicion prenatal a los disruptores endocrinos bisfenol A y ftalatos se evalu6 a
partir de muestras de orina de la madre durante el embarazo. La funcion pulmonar se

evalu6 en los nifnos a los 3, 4, 5, 7, 8 y 9 anos.

Cohorte de 290 Ninos

Poblacion de estudio
Se plane¢ incluir en la cohorte anidada 290 binomios madre-hijo con informacién de
exposicion prenatal a ftalatos y BPA y datos de seguimiento para oscilometria, antro-
pometria y sintomas respiratorios de los infantes hasta los 9 afios de edad, asi como
otras variables como antecedente de IgE de la madre, tiempo que la madre tomo el
suplemento, IMC, educacion y exposicion a humo de tabaco. Las caracteristicas so-
ciodemograficas de las madres fueron obtenidas mediante un cuestionario aplicado
en el momento que ingresaron al estudio. El antecedente de atopia materna se obtuvo
midiendo los niveles de IgE especifica materna en plasma (IU/ml); las mediciones de
oscilometria, antropometria y sintomas respiratorios de los nifios se obtuvieron desde
los 3 hasta los 9 afios de edad en la revision de salud anual durante la cual se aplicé un
cuestionario y se registrd la presencia de sintomas respiratorios durante los 15 ulti-
mos dias; después se midio y peso y luego se realizo la oscilometria.

La potencia estadistica que se obtuvo con base en la muestra de 290 nifios y 6 me-
diciones repetidas en promedio fue de 66%, considerando el tipo de disefio y 2 grupos

de comparacion.

Criterios de seleccion
Para la seleccion y reclutamiento de los nifios participantes se consideraron los si-

guientes criterios:

Criterios de inclusion
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Ftalatos y Bisfenol A . ¢ Niflos que continuaran con su participacion en la cohorte desde su nacimiento.
(en muestra de orina N N N : A A 0 . ... . .
de la madre) : : : : : : : : ¢ Residentes de Cuernavaca y otros municipios de Morelos quienes tuvieran la
A : : : : : : : : intencion de continuar con su residencia en los proximos 5 afios.
_ 12 22 32 Oscilometria 42 5 62 ¢ Libres de algiin padecimiento mental o enfermedad crénica como trastornos en-
A A 0 : A 0 A . e . : . .
: : : : : : : : docrinos (hipertiroidismo, etc.) de la infancia al momento de ingresar al estudio.
2005 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2015 0 Deseo y aceptacion de participar mediante la firma del consentimiento informado.
| | | | | | | i | | | AN
| | | | | | | i | | I 7
nacimiento 1afios 2afios 3afios 4afos 5afos 7 afios 8 afos 9 afos Criterios de exclusion
Inicio ’
18-22 semanas ~ J/ ¢ Presencia de trastornos somatodismorficos.
de gestacion Y

Desarrollo y crecimiento pulmonar

Y a4 s ¢ Uso cronico de medicamentos para enfermedades como la epilepsia u otras.
= ninos

Exposicion prenatal
N=290 madres
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Recoleccion de la informacion

Variables dependientes o de interés
La evaluacion del crecimiento pulmonar de los nifios se valoro6 a partir de 1a funcién
mecanica pulmonar evaluada por medio de la técnica de oscilacion forzada (FOT por
sus siglas en inglés) (equipo I2M; Chess Medical, Belgium, marketed in Italy by Cos-
med) siguiendo las especificaciones de la Sociedad Respiratoria Europea (European
Respiratory Society, ERS) (Oostveen et al. 2003). Se obtuvo la reactancia (Xrs) y la
resistencia (Rrs) a diferentes frecuencias de oscilacion, entre 2 y 48 Hertz (Hz). Para
nuestro analisis reportamos resultados a 6 y 20 Hz; la primera frecuencia evalaa las
vias pequenas y el parénquima pulmonar, mientras que las frecuencias altas valoran
primordialmente las vias aéreas grandes (Brashier y Salvi 2015). Todas las pruebas
fueron realizadas por los mismos técnicos. Se seleccionaron las tres mejores pruebas
técnicamente aceptables para promediarlas y representar la medida de la Rrs y Xrs.
Para ver con mas detalle el procedimiento que se siguio, revisar el articulo de Shackle-
ton y colaboradores (Shackleton et al. 2013).

Las pruebas se repitieron cada afio en dos lapsos del tiempo, la primera fase incluyo

los 3,4 y 5 afios de edad y la segunda los 7, 8 y 9 anos.

Exposicion Prenatal a ftalatos y BPA

A partir de muestras de orina materna se evalud la exposicion prenatal a ftalatos y
BPA. Se determinaron nueve metabolitos de ftalatos monoéster (mono-2-etilhexil
ftalato (MEHP), 2-etil-5-carboxifenil ftalato (MECPP), 2-etil-5-hidroxihexil ftalato
(MEHHP), mono-2-etilo-5-oxohexilo ftalato (MEOHP), monobenzil ftalato(MBzP),
Mono-n-butil ftalato (MBP), mono-iso-butil ftalato (MiBP), monoetil ftalato (MEP),
Mono-carboxipropil ftalato (MCPP) y bisfenol A (BPA). Las muestras de orina se en-
contraban almacenadas en alicuotas de 5 ml congeladas a —=70°C hasta el andlisis y se
procesaron por desconjugacion enzimatica de los glucuronidos seguida de extraccion
en fase solida.

Para la determinacion del ftalato, se procesaron 1-2 ml de alicuotas de orina y se
analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucion con dilucion isotopica
acoplada con espectrometria de masas en tindem. Los analisis de BPA se realizaron
mediante espectrometria de masas por cromatografia de gases, de acuerdo con un
método establecido (Blount et al. 2000). Las concentraciones urinarias de ftalato y
BPA se informan en microgramos por litro de orina y en microgramos por gramo de

creatinina urinaria (ug/g de creatinina). La determinacién de creatinina se realizo

usando cromatografia liquida de alta resolucion y los niveles se usaron para corregir
la dilucion de orina.
Las variables correspondientes a las concentraciones de los metabolitos de ftalatos y

BPA fueron transformadas a logaritmo natural para eliminar el sesgo que presentaban.

Signos y sintomas respiratorios.

A partir de su nacimiento, los ninos fueron seguidos cada 3 meses hasta los 18 meses
de edad y posteriormente cada afio aplicindoles un cuestionario clinico que propor-
cion6 informacion sobre la presencia o ausencia de los signos y sintomas respiratorios
desde el nacimiento hasta los 9 afios de edad. Los indicadores que consideramos en
nuestro analisis fueron: 1) tos, 2) tos seca, 3) tos con flemas y/o congestion nasal, 4)

tos con infeccion en la garganta y 5) sibilancias, ademas del diagnostico de asma.

Otras variables

La informacién sociodemogrifica en el hogar fue obtenida mediante entrevistas con
la madre durante una visita a domicilio, realizada durante el segundo trimestre del
embarazo. El cuestionario incluia preguntas sobre la educacion de los padres, ingreso
familiar, y caracteristicas del hogar (aspectos estructurales, entorno familiar y facto-
res ambientales asociados a alérgenos).

A partir de la edad, peso y talla del nino, obtenidas antes de que se realizara la prue-
ba de oscilometria, se construyeron el indice de talla para la edad (z-talla-edad) y el
indice de peso corporal para la edad (z-BMI-age) segun la OMS (WHO Multicentre
Growth Reference Study Group 2006).

La informacion de tabaquismo se obtuvo 2 veces, a través de un cuestionario admi-
nistrado a las madres durante el embarazo y en la visita de los 4 anos de edad de los
ninos, respondiendo la pregunta “;Fuman usted o alguien mas dentro de 1a casa y/o
en presencia del infante?”.

Niveles de IgE especifica materna: Durante el embarazo se tom6 una muestra de san-
gre materna para la determinacion de los niveles de IgE especifica en plasma, los cuales
fueron evaluados usando un sistema de citometria de flujo Luminex Immune Tech, Inc,
Menlo Park, CA. Los resultados fueron clasificados en dos categorias: como positiva

IgE>0.70 TU/ml (madre atopica) y como negativa IgE<0.70 (madre no atdpica).

Plan de analisis estadistico
Se realiz6 un andlisis descriptivo de las caracteristicas, sociodemogréaficas, exposicion

ambiental, antecedentes de atopia materna, asi como las relacionadas con la exposi-
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cion a disruptores endocrinos y los datos del seguimiento de la funcion pulmonar, y
otras involucradas en el proceso del anilisis.

A partir de las concentraciones de metabolitos (MEHP, MECPP, MEHHP, MEOHP,
MCPP, MBzP, MnBP, MiBP y MEP) se generaron indices de los metabolitos de ftalatos
y BPA a través de la técnica de factores, con el objeto de estudiar las correlaciones que
hay entre ellos, asi como su plausibilidad. Posteriormente se evalu6 de manera con-
junta el efecto de los ftalatos sobre los indicadores de la funcién pulmonar (reactancia
y resistencia).

Para evaluar el crecimiento pulmonar se construyeron curvas de crecimiento usan-
do modelos mixtos con intercepto aleatorio donde la variable de respuesta fue la re-
sistencia o la reactancia a frecuencias 6 y 20 Hertz.

Para evaluar la asociacion entre 1a funcion pulmonar y la exposicion (metabolitos
de ftalatos y BPA) se usaron modelos mixtos considerando intercepto aleatorio y ma-
triz de covarianza sin estructura. Todos los modelos tomaron en cuenta la variable de
exposicion prenatal a priori y se ajustaron por las siguientes variables: alguna persona
en casa fuma, lactancia exclusiva por 6 meses (0: menor a 6 meses 1: 6 meses de lac-
tancia exclusiva), sexo del nifio, z-score de la talla para la edad y el tiempo de segui-
miento. Se evaluaron también las variables de estatus socioeconémico, sobrepeso de
la madre, niveles de IgE total en el cordon umbilical del nifio, el orden de nacimiento,
el tipo de parto, la presencia de mascotas en casa, la humedad. los antecedentes de ta-
baquismo y la presencia de sintomas respiratorios, que no resultaron ser significativas
(p>0.10) y no modificaron los coeficientes por mas del 10%. Por otro lado, cuando se
evalué la interaccion entre el grupo de suplementacion y cada variable de exposicion
sobre la resistencia y reactancia a frecuencia 6 Hz, en algunos casos result6 estadisti-
camente significativa (p<0.10). Cada modelo fue sometido a un diagnostico mediante
sus residuos y para seleccionar el mejor modelo se utilizé el criterio de informacion
de Akaike (AIC) (Santos Nobre y da Motta Singer 2007).

Todos los analisis se realizaron utilizando STATA version 14 (StataCorp LP).

Aspectos éticos

Consideramos que los riesgos potenciales en la coleccion de datos fueron minimos, ya
que no se utilizaron procedimientos de riesgo. Las muestras de orina fueron obteni-
das de las madres y del nifio durante su visita al hospital. Se tomaron las precauciones

apropiadas para evitar alguna molestia o dafio a los sujetos.

Procedimientos de proteccion de los sujetos
Los cuestionarios propuestos para este estudio han sido usados en estudios anteriores
sin presentar problema alguno. Los protocolos e instrumentos han sido aprobados pe-
riddicamente por los Comités de Proteccion a Sujetos Humanos. El estudio del ensayo
clinico del cual surge el presente trabajo cont6 con la aprobaciéon de los Comités de In-
vestigacion y de Etica del IMSS y del Instituto Nacional de la Salud Ptblica en México.

El consentimiento informado se obtuvo en de todas las participantes en el momen-
to del reclutamiento (gestacion de 20-24 semanas) y para el nifio o nifia, al momento
del nacimiento. Los detalles de los procedimientos de estudio se les explic6 en cada
una de las etapas correspondientes. Los sujetos tenian la libertad de retirarse del estu-
dio en cualquier momento sin que se ejercieran coaccion o prejuicio. Los entrevista-
dores leyeron la forma de consentimiento de la persona entrevistada y le ofrecieron la
oportunidad de preguntar cualquier duda para contestarla. Después se obtuvo la firma
de consentimiento. Se obtuvo consentimiento verbal antes de la administracion de
cada instrumento, mismo que fue documentada. Se proporcion6 una copia de la carta
de consentimiento a la participante y se obtuvo una carta de consentimiento adicional
para el andlisis genético.

Para el presente estudio se obtuvo un adendum de la Comision de Etica con este
objetivo secundario del estudio y la carta de consentimiento informado para los obje-

tivos de este estudio fue firmada por cada una de las participantes.

Procedimientos para asegurar la confidencialidad:

Se obtuvo un Certificado de Confidencialidad publicado por los Institutos Nacionales
de 1a Salud para garantizar la total confidencialidad de a) todos los nuevos datos reco-
lectados por el estudio y b) los datos nuevos obtenidos sean totalmente confidenciales.
El objetivo de un Certificado de Confidencialidad es prevenir que alguien ademas de
los investigadores del estudio tenga acceso a los datos coleccionados para los objetivos
de la investigacion. Los sujetos de estudio se aseguran de que la informacion revelada
por ellos durante una entrevista o reunion sera guardada de forma confidencial y no
puede ser citada u obtenida por medios legales excepto con su permiso.

Los trabajadores de campo fueron entrenados en los procedimientos para minimi-
zar en lo posible el potencial de violacion a la confidencialidad, las entrevistas fueron
conducidas en lugares privados, y ninguna conversacion sobre los participantes del
estudio se realizé en lugares publicos.

El nombre y algtin otro dato que permita la identificacion del sujeto fueron remo-

vidos del cuestionario antes de la captura de los mismos y no fueron incluidos en la
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base electrdnica. Los identificadores numéricos usados para el estudio seran incluidos
de modo que los datos de varios instrumentos puedan ser vinculados; sin embargo,
éstos no estaran disponibles para observadores ocasionales y no tendran acceso a los
archivos originales. Todos los ficheros de datos seran mantenidos bajo resguardo y se
requerird de una clave para acceder a estos.

A cada participante se le informo acerca del estudio, asi como los riesgos que pue-
de tener en el mismo, y solo se incluy6 en el estudio a quien dio su consentimiento
informado. La informacion que se utilice durante la presente propuesta serd utilizada
unicamente con fines de investigacion y no se evidenciara informacion particular de

los participantes.

Infraestructura

Financiamiento
El protocolo de investigacion se deriva del proyecto aceptado El Instituto Nacional de
Salud Publica es una institucion cuya mision es mejorar la salud de la poblacion mexi-
cana. Para lograr esto es importante formar recursos humanos a nivel de maestria y
doctorado que desarrolle junto con el personal académico investigacion de alto impac-
to. EI INSP cuenta con una red de computadoras que permiten que los investigadores
tengan un mejor acceso a la utilizacion de informacion, asi como al software (STATA,
SAS y otros) para facilitar el analisis de informacion.

Este protocolo se deriva del proyecto aceptado para financiamiento por parte de
CONACYT de la convocatoria SSA /IMSS/ISSSTE 2013.

Referencia CONACyT

Nombre del proyecto

Exposicién Prenatal a Ftalatos y Bifenol
A, Crecimiento Acelerado y Riesgo de

. SALUD-2013-01-202062
Sobrepeso u Obesidad en una Cohorte de

Ninos Escolares Mexicanos

@ ® DESARROLLO DEL PROYECTO

Para cumplir con el objetivo del proyecto de investigacion “Exposicion Prenatal a Dis-
ruptores Endocrinos y Maduracion Pulmonar en Ninos: Un Estudio de Cohorte” fue nece-
sario modificar el plan de trabajo inicial a medida que el proyecto se desarrollaba de
tal forma que se ajustara a los hechos y tiempos reales.

Para la evaluacion de la exposicion prenatal se analizaron 290 muestras de orina
materna obtenidas por la manana durante el tercer trimestre del embarazo y alma-
cenadas en alicuotas de 5ml a -70° centigrados hasta el momento de su andlisis en el
laboratorio de medicina de la Escuela Rollins de Salud Publica de la Universidad de
Emory, Atlanta, GA. E.U. Se determinaron las concentraciones de Bisfenol A (BPA) y

de los siguientes nueve metabolitos mono esteres de ftalatos:

Mono(3-CarboxyPropyl) ftalato (MCPP)
Mono(Ethyl) ftalato (MEP)

Mono(2-EthylHexyl) ftalato (MEHP)
Mono(2-Ethyl-5-CarboxyPentyl) ftalato (MECPP)
Mono(2-Ethyl-5-HydroxyHexyl) ftalato (MEHHP)
Mono(2-Ethyl-5-OxoHexyl) ftalato (MEOHP)
Mono(n-Butyl) ftalato (MnBP)

Mono(isoButyl) ftalato (MiBP)

Mono(Benzyl) ftalato (MBzP)

o N ok

La funcion pulmonar de los nifios preescolares y escolares se evalu6 a través de oscilo-
metria utilizando la técnica de oscilacion forzada. La funcion pulmonar fue la variable
de desenlace de la investigacion. Como resultados se obtuvieron la resistencia respi-
ratoria (Rrs) y la reactancia reapiratoria (Xrs) a diferentes frecuencias de oscilacion,
entre 2 y 48 Hz. A partir de las pruebas técnicamente aceptables se construyeron
indicadores de reactancia y resistencia. Se obtuvo el promedio de las mediciones para
cada una de las frecuencias respiratorias (Rrs y Xrs) de cada afio de seguimiento. Para
nuestro analisis solo consideramos la frecuencia a 6 y 20 Hertz (Hz), aunque nues-
tro interés estaba centrado en la frecuencia 6Hz debido que a frecuencias bajas (<15
Hz) los impulsos generados al respirar viajan distancias mas largas y penetran mas
profundamente en el pulmodn, alcanzando las pequefas vias aéreas y el parénquima
pulmonar, lo cual permite evaluar la funcién mecanica del pulmon.

Otra variable de interés fue el grupo de suplementacién (1= placebo y 2= DHA)

debido a que estudios previos han reportado que la suplementacion con DHA durante
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el embarazo protege de alergias durante los primeros afios de vida. Las alergias se re-
lacionan con enfermedades respiratorias y, por ende, con posibilidad de disminucién
de la funcion pulmonar.

Se obtuvieron otros indicadores paralelos a las mediciones de oscilometria tales
como indices de antropometria (peso para la edad, talla para la edad e indice de masa
corporal para la edad de acuerdo con los parametros de la OMS), presencia o ausencia
de sintomas respiratorios. Durante la etapa prenatal se midieron los indicadores de
fumador pasivo, presencia de atopia materna (IgE positivo: IgE>0.70 IU/mL), estado
socioecondmico, escolaridad, paridad y edad de la madre.

Desafortunadamente, durante el proceso de integracion de la informacion se iden-
tifico un error de medicion de la resistencia y la reactancia que afect6 el desenlace del
estudio Las pruebas de funcion pulmonar por oscilometria se realizaron anualmente
en dos fases del estudio, a los 3, 4 y 5 anos de edad de los nifios y alos 7, 8 y 9 afos. Al
momento de concentrar la informacién de forma longitudinal se identifico una discor-
dancia en las mediciones de Rrs y Xrs tomadas durante la segunda fase del seguimien-
to de los nifnos. Lo esperado es que las mediciones de resistencia disminuyan a medida
que aumenta la edad y que ocurra lo contrario con la reactancia, como se observo du-
rante la primera fase del estudio (3-5 anos de edad) con las 3 frecuencias consideradas
(6,8 y 10 Hz). Sin embargo, durante la segunda fase del estudio las resistencias de los
7 alos 9 anos de edad eran mayores en lugar de ser menores en comparacion con las
resistencias de la primera fase. Lo mismo sucedi6 con las reactancias, en lugar de ser
mas grandes que en la primera fase, los valores registrados eran menores. (Figura 2)

Otra situacion que se identificoé durante el proceso de integracion fue la pérdida de
observaciones. Solo teniamos informacion completa de 184 binomios madre-hijo (un
promedio de 3 mediciones por sujeto). Esto afectd principalmente a los resultados de
desenlace que evaluaban el efecto de la exposicion a disruptores endocrinos sobre la
funcion pulmonar.

En consecuencia, de los tres articulos comprometidos como productos finales (el
primero sobre la exposicion prenatal a ftalatos y BPA, el segundo sobre la evaluacion
del crecimiento pulmonar y el tercero sobre la evaluacion del efecto de los disrupto-
res endocrinos sobre la funcion pulmonar de los nifios desde los 3 hasta los 9 afios de
edad) solo se concret6 el primero. Al primer articulo se le realizaron varios ajustes al
titulo y qued6 como “Exposure indices for phthalates and BPA and their potential use in
epidemiological studies”. Los resultados se presentan de forma resumida en la secciéon
del desarrollo del proyecto, exposicion a ftalatos y bisfenol A” y el documento com-

pleto se presenta en el anexo 1.

Para corregir el error sistemdtico de la segunda fase, se utilizaron modelos mixtos
para predecir una media general de resistencia o reactancia, retroalimentados con los
datos de oscilometria de la primera fase. Este valor se utilizé en las mediciones de
la segunda fase para trasladar los valores de esta etapa y mantener la variabilidad
de los datos observados. (Figura 4, Cuadro 8 y Figura 5) Esta informacion corregida
de la funcién pulmonar, con sus limitaciones, se utilizé para realizar los analisis es-
tadisticos que respaldan la redaccion de los dos articulos restantes, no publicables.
El articulo “Curvas de crecimiento pulmonar” no fue publicable porque los datos
presentados no corresponden a los realmente observados. No obstante, se decidid
utilizar dicha informacién para evaluar su relacion con la exposicion a ftalatos y BPA
y cumplir con el propésito del proyecto. Al evaluar el efecto de la exposicion prena-
tal a disruptores endocrinos (ftalatos y bisfenol A) sobre la funcion pulmonar en los
ninos se obtuvieron resultados controversiales, “a medida que se incrementan las
concentraciones de ftalatos la funcion pulmonar se mejora”. A pesar de esta situacion
se continud con el andlisis estadistico y la redaccion del articulo, con la esperanza de
poder encontrar alguna explicacion bioldgica del comportamiento de la informacion.
Al no encontrarla, se desistié de su publicacion puesto que no se tenian suficiente
soporte para defender los resultados debido al error que se habia presentado en las
mediciones de funcién pulmonar.

En las siguientes secciones se presentan los resultados de los andlisis, asi como
la descripcion de cada uno de ellos, para posteriormente discutirlos en términos de

errores de medicion y sesgos.

Exposicion a ftalatos y bisfenol A.

La exposicion a disruptores endocrinos como los ftalatos y bisfenol A (BPA) es ac-
tualmente un importante problema de salud publica pues puede provocar cambios
en las vias metabolicas y generar problemas de salud.

Uno de los objetivos del presente estudio fue medir las concentraciones de meta-
bolitos de estos productos quimicos en la orina de 1a madre embarazada y utilizar los
resultados para desarrollar indices de exposicion del individuo en gestacion.

Se recogieron muestras de orina de 290 mujeres durante el embarazo, y se ana-
lizaron para detectar BPA y nueve metabolitos de ftalato: mono(3-carboxipropil)
ftalato, monoetil ftalato; mono(2-etil-5-carboxipentil) ftalato, mono(2-etil-5-hi-
droxihexil) ftalato, mono(n-butil) ftalato, mono(isobutil) ftalato, mono(2-etil-5-
oxohexil) ftalato, monobencil ftalato y mono(2-etilhexil) ftalato. El andlisis factorial

se utilizo para construir los indices de exposicion.
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Resultados

El cuadro 1 muestra las caracteristicas sociodemograficas de la poblacion de estudio. Cuadro 2. Concentraciones de los metabolitos de ftalato y bisfenol A en 290 muestras

La edad promedio de las mujeres fue de 26.1 afios (DE = 4.7), solo 55.4% completo de orina materna.

la secundaria y 34.5% de las madres tenian un nivel socioeconémico bajo. Asimismo,

é mas de la mitad tenia sobrepeso (55.2%), 42.8% de las mujeres habia tenido dos em- Compuesto principal de ftalato Media Geométrica ‘é
E barazos, incluyendo el actual, y 17.6%, 3 0 mas. Metabolitos de ftalato y bisfenol A, ug/g de creatinina (IC 95%) E
é " N N | DnOP g =
: § Cuadro 1. Caracteristicas de los participantes en el estudio (n = 290) MCPP 2.8 (2.4,3.2) : §
23S : . DEP 0
2 é Edad, afios 26.1 (4.7) DEHP 2 E
E E Secundaria o mas, n (%) 160 (55.4) MEHP 4.0 (3.4,4.7) 2 E
S z Nivel socioeconémico, n (%) MECPP 46.8 (39.6,55.2) Sz
E, g Tercil 1 100 (34.5) MEHHP 33.3(27.7,40.1) ; Z
i Tercil 2 104 (35.9) MEOHP 17.6 (14.8, 20.9) g2
; E Tc?rcil 3 . 86 (29.6) DnBP ; E
E < Medidas antropométricas MnBP 77.6 (66.2,91.0) E X
g g Talla, cm 155.0 (5.6) DiBP = g
% 5 Peso, k 62.6 (11.4) MiBP 6.2 (5.2,7.2) % 5
S Indice de masa corporal (IMC), k/m2 26.0 (4.4) BzBP S
§ Sobrepeso (IMC>24.9), n (%) 160 (55.2) MBzP 10.3 (8.5, 12.3) §
& Paridad, incluye el parto actual, n (%) BPA 2.1(1.8,2.5) &

1 96 (33.1)

9 124 (42.8) A partir de la matriz de correlacion (Figura 1), identificamos correlaciones fuertes

3 51 (17.6) (r>88%) y significativas (p<0.05) entre los metabolitos Ln (MEHP), Ln (MECPP), Ln

4 0 mAs 19 (6.6) (MEHHP) y Ln (MEOHP), y relaciones mas débiles entre los metabolitos Ln (MnBP),

Ln (MiBP) y Ln (MBzP) (r> 68%, p<0,05). Las altas correlaciones entre Ln (MECPP),
Ln (MEHHP) y Ln (MEOHP) podrian atribuirse al hecho de que tres de estos meta-
bolitos se derivan de MEHP.

DE: Desviacion estandar

Los resultados de los nueve metabolitos de ftalato estudiados, indican que las con-
centraciones promedio mas altas (Cuadro 2) fueron las de MEP con 106.8 ug/g de
creatinina (intervalo de confianza del 95% (IC 95%): 88.7, 128.6), MnBP a 77.6 ug/g
de creatinina (95% IC: 66.2,91.0) y MECPP con 46.8 ug/g de creatinina (IC 95%: 39.6,
55.2). Por el contrario, los niveles de BPA (2.1 ug/g de creatinina, IC 95%: 1.8, 2.5) y

MCPP (2.8 ug/g de creatinina, IC 95%: 2.4, 3.2) fueron bajos.
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En el cuadro 3 se muestran las correlaciones entre los metabolitos de ftalato y el BPA

con los factores resultantes del analisis multivariado, representados por factores co-

munes rotados. El factor uno estaba fuertemente relacionado con los metabolitos
de ftalato Ln(MEHHP), Ln(MECPP), Ln(MEOHP) y Ln(MEHP), que se derivan de

Ln(MCPP) DEHP, y débilmente relacionados con los metabolitos de ftalato restantes y el BPA . El

factor dos estaba fuertemente relacionado con los metabolitos de ftalato Ln (MnBP),

Ln (MBzP), Ln (MiBP) y Ln (MCPP) que se producen por transformacién metaboli-

ca de DnOP, bencil butil ftalato, dibutil ftalato y diisobutil ftalato, respectivamente.

Ln(MECPP) También, estaba débilmente relacionado con Ln (BPA) y Ln (MEP), que se deriva de

0966 - DEP y el resto de los metabolitos de ftalato. Por lo tanto, el Factor 1 es para los meta-

bolitos de ftalato que se derivan en las etapas posteriores del metabolismo del DEHP

y el Factor 2 para una mezcla de metabolitos de ftalato y BPA. (Cuadro 3) Cada factor

Ln(MEOHP) obtenido representa un indice de exposicion, que hemos etiquetado como mezclas de

YT 2-etil, haciendo referencia al resto de los metabolitos de ftalato o BPA que contiene. La
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Ln(MEHP) correlacion de los factores comunes rotados de promax (3) fue del 62.6%.
0.627;
3 Ln(MnBP) Cuadro 3. Correlaciones entre factores comunes rotados y las concentraciones de me-
P T tabolitos de ftalato y bisfenol A (n = 290).
Ln(MiBP)
0681 Variable Factor 1 Factor 2
6 Ln(MB2P) T
' e Ln(MEHHP) 0.982 0.656
il K , e o, NEPA) Ln(MECPP) 0.976 0.636
T T B T S B S S A O S o R X B Ln(MEOHP) 0.973 0.638
Ln(MEHP) 0.927 0.595
Figura 1. Correlaciones entre metabolitos de ftalato y bisfenol A provenientes de ori-
na de mujeres mexicanas embarazadas (n = 290), en escala logaritmica Ln(MnBP) 0.683 0.927
Ln(MBzP) 0.505 0.841
Ln(MiBP) 0.552 0.824
Ln(MCPP) 0.574 0.772
Ln(BPA) 0.466 0.645
Ln(MEP) 0.339 0.535
Media(desviacion estandar) 0.000 (0.993) 0.000 (0.963)
38 Mediana (st’ P75) -0.072(-0.678, 0.666) 0.011(-0.672, 0.618) 39

Minimo, Maximo -2.711, 3.121 -2.431, 4.196
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Matriz de estructura: correlaciones entre variables y factores comunes rotados pro-
max (3). La matriz de correlacion de los factores comunes rotados de promax (3)
fue 0.626. (Anexo 1. Exposure indices for phthalates and BPA and their potential use in

epidemiological studies. Articulo publicado)

Curvas de crecimiento pulmonar en ninos sanos desde los 3 hasta los 9
anos de edad, Cuernavaca México

En este apartado se presentan los resultados de la evaluacion de los cambios de la
reactancia y resistencia pulmonar en ninos sanos desde los 3 hasta los 9 anos en Cuer-
navaca, México.

Si bien el recién nacido tiene la capacidad de respirar, no es sino hasta los 18 afios
cuando el desarrollo y crecimiento pulmonar finaliza. El pulmo6n puede presentar al-
teraciones congénitas o adquiridas las cuales se pueden ver reflejadas en edades mas
avanzadas y en muchas ocasiones el dafio puede ser irreversible. El desarrollo y cre-
cimiento normal del pulmo6n durante la infancia es esencial para alcanzar los niveles
maximos de funcion pulmonar en la edad adulta. Un crecimiento disminuido se refleja
en la funciéon pulmonar por valores bajos de volimenes y flujos pulmonares, lo que
incrementa el riesgo de presentar sintomas graves durante las infecciones respirato-
rias o las exacerbaciones del asma, o de presentar efectos adversos tras la exposicion a
toxinas respiratorias y, en definitiva, un incremento en el riesgo de desarrollar enfer-
medad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) en la edad adulta.

La técnica de oscilacion forzada es un instrumento util para evaluar la mecanica
pulmonar en diversas enfermedades respiratorias. Se requiere una cooperacién mini-
ma de las personas, por lo que su uso en nifios en edad preescolar resulta muy atrac-
tivo. Actualmente, los rangos de referencia de la FOT son especificos para el tipo de
equipo utilizado (sefial u oscilometria de impulso [IOS por sus siglas en inglés], lo que
obliga a un pseudo- ruido aleatorio) y corresponden a las caracteristicas geograficas
o étnicas de la poblacion para los que fueron creados. Estos aspectos han limitado la
utilidad clinica de la FOT y en la actualidad, la espirometria es la prueba mas comin
para medir la funcion pulmonar, ya que sus valores de referencia se encuentran bien
establecidos en la edad escolar, y consideran la etnia, el sexo y la edad; sin embargo,
este no es el caso para la edad preescolar, por lo que valorar el crecimiento pulmonar
en nifios sanos empleando la técnica de oscilacion forzada resultaba interesante por-
que permitiria contrastar con otros estudios los valores observados en relacion a la

velocidad de crecimiento pulmonar a través del tiempo y se obtendria una estimacion

de la maduracién alcanzada, como método diagnostico y de control evolutivo.

Con la informacion del seguimiento de los nifios en la cohorte hasta los 9 afios de
edad se buscaba evaluar los cambios de la funcion pulmonar de los nifios entre los 3 y
9 afios de edad, a través de la resistencia respiratoria (Rrs) y la reactancia (Xrs), estos
parametros se generan a partir de un equipo FOT comercial, y se ajustaron por edad y
por los percentiles de la talla para la edad propuestos por la OMS. No obstante, como
se menciono arriba, al conjuntar la informacion de manera longitudinal y comparar
los resultados de Rrs y Xrs de la primera y segunda fase del estudio se identificé un
comportamiento atipico en las mediciones de la segunda etapa (7, 8 y 9 afios). Este se
corrigi6 a partir de un proceso de modelacion estadistica que permitié generar nue-
vos valores de Rrs y Xrs a partir de una ponderacion de los mismos con la finalidad
de hacer el ejercicio de dar respuesta al objetivo principal del estudio de “Evaluar el
efecto de la exposicion prenatal a disruptores endocrinos (ftalatos y bisfenol A) sobre
la funcion pulmonar en nifios residentes de la Ciudad de Cuernavaca, Morelos, Méxi-
co”. Las curvas de crecimiento pulmonar se desarrollaron con el fin de responder al

objetivo primario. Debido al error de medicion estos resultados no fueron publicados.

Material y Métodos

Diseno del estudio y participantes

Para cumplir con los objetivos del presente trabajo se consideré una cohorte de 824
nifios que inicia al momento del nacimiento y contintia hasta los 9 afios de edad. Se
obtuvieron mediciones anuales de oscilometria y antropometria de los nifios en dos
lapsos de tiempo (fases). En la primera fase (3, 4 y 5 afios) de edad y, en un segundo
momento a los 7, 8 y 9 aflos de edad. También se report6 la exposicion a humo de ta-
baco en el hogar y la presencia o no de sintomas respiratorios durante los tltimos 15

dias previos a la visita de la prueba de funciéon pulmonar.

Recopilacion de la informacion

Variables interés

Para evaluar la funcién pulmonar los nifios realizaron pruebas oscilométricas utilizan-
do la técnica de oscilacion forzada cada seis meses desde los 3 a los 5 afios de edad.
Las pruebas se realizaron con un equipo comercialmente disponible, (I2M; Chess Me-
dical, Belgium, marketed in Italy by Cosmed) y de acuerdo con las especificaciones
de 1a ERS (Beydon et al. 2007). Como resultados, se obtuvieron la reactancia (Xrs)
y la resistencia (Rrs) a diferentes frecuencias de oscilacion, entre 2 y 48 Hertz (Hz).

Para nuestro analisis utilizamos las frecuencias de 6, 8 y 10 Hertz (Hz) debido que a
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frecuencias bajas (<15 Hz) los impulsos generados al respirar viajan distancias mas
largas y penetran a mayor profundidad en el pulmon, alcanzando las pequefias vias aé-
reas y el parénquima pulmonar; Esto permite evaluar la funcion mecanica del pulmén
(Brashier y Salvi 2015). Todas las pruebas fueron realizadas por los mismos técnicos,
y se seleccionaron las tres mejores pruebas técnicamente aceptables para posterior-
mente promediarlas y representar la medida de la Rrs y Xrs, respectivamente, el deta-
lle del procedimiento puede consultarse en el articulo de Shackleton y colaboradores
(Shackleton et al. 2013).

Otras variables
A partir de la edad, peso y talla del nifio, obtenidas antes de realizar la prueba de os-
cilometria, se construyeron el indice de talla para la edad (z-talla-edad) y el indice de
peso corporal para la edad (z-BMI-age) de acuerdo con los pardmetros OMS. Poste-
riormente se calcularon los percentiles de z-talla-edad. Simultdneamente se obtuvo
informacion sobre la presencia de sintomas respiratorios durante los 15 dias previos
a la prueba de oscilometria.

La informacién de exposicion al humo del tabaco se captd 2 veces, a través de un
cuestuario administrado a las madres durante el embarazo y en la visita de los 4 afios
de edad de los nifios, seleccionado la pregunta “;Fuman usted o alguien mas dentro de

la casa y/o en presencia del infante?”.

Plan de anadlisis estadistico

El crecimiento de la funcion pulmonar con respecto a la edad se evalto a partir de mo-
delos mixtos considerando intercepto aleatorio y matriz de covarianza sin estructura.
Todos los modelos fueron ajustados por los percentiles del z-score de la talla para la

edad y el sexo del nino.

Resultados

Poblacion de estudio

La poblacion de estudio fue formada por 824 nifios y nifnas, 46.8% del sexo femenino,
y con un promedio de 4.3+1.4 mediciones de oscilometria por nifio durante el segui-
miento. La cohorte inicié en la primera etapa con 100 nifios de 3 a 5 afos de edad y
durante la segunda etapa (7, 8 y 9 anos) se incluy6 al resto de la poblacion de estudio
(724 ninos); el 79.9% de los nifios tienen 3 0 mas mediciones repetidas. Las estadis-
ticas que se reportan en el cuadro 4 corresponden a las caracteristicas basales de los

ninos y ninas en el estudio y no se observaron diferencias significativas por sexo.

La edad promedio de los participantes fue de 52.1+12.1 meses, presentaron un peso
promedio de 16.8+3.9 kg, una talla de 103.2+7.7 cm, una puntuaciéon Z de talla para
la edad promedio de -0.4+0.9; 1a mayoria de los nifios (44.9%) se concentraron entre
el percentil 15 y 50. En 40.8% de los hogares hay por lo menos alguien que fuma en

presencia del nifio. (Cuadro 4)

Cuadro 4. Caracteristicas basales de la poblacién de estudio por sexo

Variable Femenino Masculino Todos

(n=386, 46.8%) (n=438, 53.2%) (n=824, 100.0%)
Edad, meses 52.0(12.9) 52.2(11.4) 52.1(12.1)
Peso, kg 16.6(4.2) 17.0(3.7) 16.8(3.9)
Talla, cm 102.4(8.0) 103.9(7.3) 103.2(7.7)
Z-talla-edad -0.5(0.9) -0.4(0.9) -0.4(0.9)
Percentiles, 34.7(25.8) 39.1(26.0) 37.0(26.0)
[P-P,) 6.4(4.1) 7.8(4.0) 7.0(4.1)
[P-P) 31.0(9.9) 30.6(9.9) 30.8(9.9)
[P-P.) 64.5(9.8) 64.6(10.2) 64.6(10)
[P, -P,) 91.3(2.9) 90.0(2.9) 90.5(3.0)
[P,. and more) 98.5(1.1) 99.3(0.7) 98.9(0.9)
Z-IMC-edad 0.1(1) 0.1(1.1) 0.1(1.1)

Alguna persona
fuma en casa* 122(36.6) 172(44.4) 294(40.8
n=720(100%)

Los valores correspondientes a la media y desviacion estandar. Z-talla-edad: puntuacion z-talla para la
edad. Z-IMC-edad: Puntuacién z del Indice de Masa Corporal para la edad.

*Los totales no coinciden debido a las variaciones en la respuesta de las preguntas del cuestionario.

Funcion pulmonar observada a través del tiempo
El nimero de nifios durante el seguimiento del estudio fue incrementiandose, pasando
de 100 al inicio (a los 3 afios de edad) a 824 nifios al final del seguimiento (9 afios de

edad). Se obtuvieron en promedio 3 mediciones de Rrs y de Xrs por nifio. Tanto en las
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mediciones de la resistencia como en las de reactancia obtenidas en la primera etapa

de los 3 a los 5 afios, se observo que las diferencias en las frecuencias (6, 8 y 10 Hz)

fueron en promedio de 1 hPa.s.L.”!, mientras que en la segunda etapa estas diferencias
ascienden a 5 hPa.s.."! en promedio. Con respecto a la edad, entre los 3 y 5 afios no se

observo un patron decreciente en Rrs y creciente en Xrs. Sin embargo, como ya fue

Figura 2. Distribucién de las mediciones de Rrs y Xrs por edad en meses por lo menos un incumplimiento de las minimas recomendaciones técnicas interna-

cionales emitidas por la Sociedad Americana del Torax (ATS) y de la Sociedad Respi-

Z Z

0 0

3 3

5 mencionado, este comportamiento atipico se presento en las edades de 7 a 9 afios y se 0 5

D R % 3)

R discutira mas adelante. © R

o

> g < > 2

~ O 2 ~ O

8 = Cuadro 5. Promedio de las mediciones de resistencia y reactancia por grupos de edad x 8 =

e Frecuencias, Hertz z O

& = -

S g Grupos de edad en  Resistencia (Rrs), hPa.s.L™ Reactancia (Xrs), hPa.s.L™ B s S g

2 8  meses, mediciones ¢ py, 8 Hz 10Hz  6Hz 8 Hz 10 Hz T E 2 8

M 2 repetidas , 2

» ; o 0 %) ;

28 36-47,n=157 11.5(1.8)  8Hz 8 Hz -5.5(1.5) -5.2(1.5) -4.8(1.3) 7 | &

© Z © Z

=2 11.2(1.6) 11.2(1.6) 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 71 85 87 89 91 93 95 97 9910110310510710911 1113115117119 =2

g ‘-,; 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 70 84 86 88 90 92 94 96 98100102104106108110112114116118 % (-,;

2 @ 48-59,1=606 11.1(2.1) 10.8(2.0) 10.1(1.9) -5.0(1.4) -4.6(1.5) -4.4(1.4) Edad. afios 2 8

g E 60-71, =602 11.5(2.4) 11.0(2.3) 10.2(2.2 -5.4(1.7) -5.2(1.9) -4.8(1.8) g E

< z < z

2 5 8495n=621 19.6(3.6) 17.4(3.3) 14.5(2.7) -16.7(5.5)  -16.0(5.2)  -14.7(4.6) En el cuadro 5 y en la figura 2, se observa el desfase de hasta 11 hPa.s.L."! en todas las =iy

> H

3 % 96-107, n=524 187(28)  166(24)  139(22)  -152(41)  -15.0(41)  -137(33) mediciones de Rrs y Xrs durante el seguimiento, en el caso de Xr6, en el grupo de 3 :z>

& 108-119, n=453 17.2(2.5 15.5(2.3 12.9(1.9 -13.5(3.6 -13.2(3.6 12.1(3.0 - . . >

g3 @) @3 (1:9) (3.6 (3.6 30 edad de 5 a 6 afios la medicion promedio fue de -5.4+1.7 hPa.s.L"! y en el grupo sub- g3
2 Los valores corresponden a la media y desviacion estindar 2

B &~ P y secuente de -16.7+5.5 hPa.s.L-1. Es muy probable que el desfase sea el resultado de &~
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40+ ratoria Europea (ERS) al iniciar la segunda etapa del proyecto. Al inicio del proyecto
354 el equipo y software fue instalado por técnicos especializados que forman parte de la
.o © empresa donde se adquirio el equipo. Los valores de las primeras mediciones, de los
SO o e 3 alos 5 anos de edad, fueron analizados y revisados por el Dr. Peter Sly, experto del
% o o , , . . e e .
Toosd Blogl. ] T ° 8 area y en la técnica (Shackleton et al. 2013). Sin embargo, al iniciar la segunda etapa,
% e}
P ol 11%g° fue el personal previamente capacitado quien se encarg6 de inicializar el equipo y el
© 4 P NSy [ A A
o 20 5 . S % * ’% % ! software nuevamente.
nl:; 154 e ol e 1 FE L | ! I Y ”Qw Hﬂ Glﬂ Para comparar los valores obtenidos en nuestro estudio con los reportados en la
I
W & “ ‘ al@lﬁ! ﬂ u ‘% ! IHH - literatura cientifica mexicana, seleccionamos de nuestros datos una medicion por
104 ] ,,m ) ﬁ a I o L L el AT Frecuencias, Hertz . o . .
o sujeto de manera aleatoria. Primero se obtuvo una muestra de 803 nifnos y nifas vy,
5 6 . . .
S S . posteriormente, se eligieron a todos los menores a 5 afios de edad (n=221). Las carac-
. 8 teristicas en cuanto sexo, edad, talla y peso se presentan el cuadro 6, asi como las dis-
0 . 10 tribuciones de la resistencia y reactancia a frecuencia 6 Hz por edad y talla. El 48.9%
36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 71 85 87 89 91 93 95 97 99101103105107109111113115117119 ., . . ~ ~ 45
44 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 70 84 86 88 90 92 94 96 98100102104106108110112114116118 de la poblac10n fue del sexo femenino, la edad oscila entre 3 anos y 4.8 anos, con talla

Edad, anos



y peso promedio para hombres y mujeres de 100.2+5.2 'y 101.6+5 cm, respectivamen-

Figura 3. Comparacion de la distribucion de Rr6 y Xr6 de nuestro estudio versus los
del INER, por edad y talla.

te y peso promedio de 15.7+2.5y 16.1+2.4 kg, respectivamente.

Cuadro 6. Caracteristicas de una submuestra de la poblacion de estudio, n=221.

& hPa.s.L-1 hPa.s.L-1 o
[
4
2 Caracteristica Media(DE) Mediana(P25, P75) Minimo-Maximo 1578
q ’ © ©
< E e 107 i3
E e Femenino (n=108) ;.
»
© 0
z O 0
a ad, meses .6(6. , ;
& Edad 47.6(6.1) 48(48, 50) 36-58
oo 51
2 a
&2 £ 101
2 2 Talla, cm 100.2(5.2) 100.3(96.7,104.2) 87.3-113.8
g z _15- T T T T T T T _15- T T T T T T T T T
: D 35 40 45 50 55 60 65 85 90 95 100 105 110 115 120 125
a 8 Peso, kg 15.7(2.5) 15.2(14.1,17) 11.5-24.5 Edad en meses Talla, cm
SRz
a7z O Masculino
: E /\ Femenino
oE
<
z 5
& § Masculino (n=113) - L ¥ e 5 1 | = 18 {C
% ~ E s {~ it FJRE! | h‘ ' E‘l 12 %
5 = [T} ‘H‘{""""Elr.n‘ : E‘ ] 5 e = 0.8 o ;;"I}ny:r?- 'ﬂ;
Z dad, meses 47.9(4.9) 48(48, 49) 36-57 8 e g | B ¥ g |LgEme
gz Edad, . . ) & o . & o4 o E na |y
A - n 5
o 11} =] 1]
53] ,{,_.r'?' —2-1 r.d-: oL ! F) nf_-.r:c;.-.- nEq o] |:|:r:a o0 oetF o4 m.rpmn._:h:;:- r:;-l -:.:E -:'”'r:
i = B L Lh ] 158 L RS TS 12 1K | S| ! oS 1
Talla, cm 101.6(5) 101.7(98.2, 104.7) 89.4-114.8 i | it i
¥ TIJ- -F 13_: ] F
F o g ° " - i S
S L s bl - s g, o
PeSO, kg 16.1(2.4) 15.7(145, 171) 115—27 { a3 [ + = M - E 03 P:%‘i_-.: E 43 1 ﬁﬁ* E::
E | »oegrlent. : P 3 EEE R
Wy ad 1-.“ T .4 T ﬂ“” . _-;'.' s A4 Foaw A :n-;_-_’
# A T, B - T P
= A | g i * 28 ' '1" n e .:.
- - : : A e e a0 . .
Las mediciones de Rr6 y Xr6 provenientes de la submuestra (n=221) de nuestro estudio Ao 4 e W W T -t e i i M e TL-m A sy W
. . . : W
se compararon con las reportadas en el Instituto Nacional de Enfermedades Respirato- Fig. 1. Association mﬂ imgiien oucliiometry varisiins ,.._h“ﬁ_rm}m ol gty of m‘ﬂfﬂm.n and
. . . ifgirscerts. Daba Corresponging b0 x-aces were Tanslfonmed réo e respec e ke 100 of recionoca (heght mred wesghll valon Lo g
rias (INER) (Rr5 y Xr5) por la Dra. Laura Gochicoa y colaboradores (Gochicoa-Rangel beetter Inerity. Symbols comeapond &0 mae (fed circles) and fermls smpty irangbes) sbjects
et al. 2015). La discrepancia en la frecuencia se debe al equipo ya que uno emite fre-
cuencias pares y el otro impares. Al contrastar los valores con respecto a la edad, las me- Referencia: Values of Impulse Oscillometry in Healthy Mexican Children and Adolescents. Laura Go-

chicoa-Rangel, Luis Torre-Bouscoulet, David Martinez-Bricefio, Luis Rodriguez-Moreno, Gabriela Can-

diciones en el rango de edad de 3 a 5 afios de edad, en ambos estudios la Rrs oscila entre ) ) : :
ta-Gonzélez, and Mario H Vargas. Respiratory Care Paper, 2014, [DOI: 10.4187 /respcare.03374]

7.5 y 15 hPa.s.L.'! aproximadamente y la Xrs entre 2.5 y -7.5 hPa.s.L.! y estos valores se

46 conservan cuando se considera la talla en el rango de 85 a 120 cm (Figura 3). 47
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Identificado el error de medicion en la segunda etapa, se decidié corregirlo a partir
de técnicas estadisticas que permitieran trasladar los valores de la segunda etapa de
medicion sin perder la variabilidad de las mediciones. Para ello, se propuso un modelo
mixto con intercepto aleatorio por cada oscilometria de impulso a utilizar, y de cada
uno se uso el valor de la constante para trasladar las mediciones de 1a segunda etapa.

De esta manera se obtuvieron los valores de la reactancia y resistencia a diferentes
frecuencias, 6, 8, 10 y 20 Hz con dos propdsitos: el primero, construir las curvas de
crecimiento pulmonar, y el segundo, utilizar los valores para cumplir con el objetivo
principal del proyecto. Si bien era un hecho que el articulo correspondiente a la esti-
macion de las curvas de crecimiento pulmonar quedaria descartado, se continu6 con
el plan de trabajo debido a que no se tenia la certeza de que los resultados del producto

final no se verian afectados.

Curvas de crecimiento pulmonar

La poblacion de estudio estuvo formada por 824 nifios y nifias, 46.8% del sexo feme-
nino, con un promedio de 4.3+1.4 mediciones de oscilometria por nifio durante el
seguimiento. La cohorte inici6 con 100 nifios en una primera etapa (de 3 a 5 afios de
edad) y en la segunda etapa (7, 8 y 9 afios) se reunio al resto de la poblacion de estu-
dio (724 nifnos); el 79.9% de los nifios tienen 3 0 mas mediciones repetidas. Las esta-
disticas que se presentan en el cuadro 7 corresponden a las caracteristicas basales de
los nifnos por sexo y no se observaron diferencias significativas. La edad promedio de
los participantes fue de 52.1+12.1 meses, con un peso promedio de 16.8+3.9 kg, una
talla de 103.2+7.7 cm, una puntuacion Z de talla para la edad promedio de -0.4+0.9. La
mayoria (44.9%) de los nifos se concentraron entre los percentiles 15y 50. En 40.8%

de los hogares hay por lo menos alguien que fuma en presencia del nifio. (Cuadro 7)

Cuadro 7. Caracteristicas basales de la poblacion de estudio por sexo.

Variable Femenino
(n=386,46.8%)
Edad, meses 52.0(12.9)
Peso, kg 16.6(4.2)
Talla, cm 102.4(8.0)
Z-talla-edad -0.5(0.9)
Percentiles, 34.7(25.8)
[P-P.) 6.4(4.1),[n=27]
[P-P,) 31.0(9.9), [n=80]
[P.-P_) 64.5(9.8), [n=175]
[P -P.) 91.3(2.9), [n=84]
[P,. y mas) 98.5(1.1), [n=20]
Z-IMC-edad 0.1(1)
Alguien fuma
en casa*, 122(36.6)

n=720(100%)

7.8(4.0) ,[n=16]
30.6(9.9) ,[n=77]
64.6(10.2) ,[n=195]
90.0(2.9) ,[n=122]
99.3(0.7) ,[n=28]

0.1(1.1)

172(44.4)

Masculino Todos
(n=438,532%)  (n=824,1000%)
52.2(11.4) 52.1(12.1)
17.0(3.7) 16.8(3.9)
103.9(7.3) 103.2(7.7)
-0.4(0.9) -0.4(0.9)
39.1(26.0) 37.0(26.0)

7.0(4.1), [n=43]
30.8(9.9), [n=157]
64.6(10), [n=370]
90.5(3.0), [n=206]
98.9(0.9), [n=48]

0.1(1.1)

294(40.8)

Cuadro 8. Caracteristicas basales de la funcién pulmonar por sexo
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Variable

Femenino

(n=386, 46.8%)

Masculino

(n=438, 53.2%)

Todos
(n=824, 100.0%)

Resistenciaa 6, 8 y

10 Hz, hPa.s.L!

Rrso,
Rrs8
Rrs10

Reactanciaa 6, 8 y
10 Hz, hPa.s.Lt

Xr18s0,
Xrs8
Xrs10

11.0(2.2)
10.6(2.2)
9.7(2.3)

-5.1(1.4)
-4.8(1.5)
-4.5(1.5)

10.9(2.4)
10.4(2.3)
9.6(2.3)

-5.0(1.6)
-4.6(1.6)
-4.4(1.5)

11.0(2.3)
10.5(2.2)
9.7(2.3)

-5.1(1.5)
-4.7(1.5)
-4.5(1.5)

Los valores corresponden a la media y desviacion estandar. Z-talla-edad: Puntuacion z-talla para la

edad. Z-IMC-edad: Puntuacion z-Indice de Masa Corporal para la edad. * Los totales pueden no coinci-

dir por variaciones en la no respuesta en las preguntas de los cuestionarios.
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Con respecto a las mediciones de la resistencia y la reactancia, las diferencias en las
frecuencias de oscilacion (6, 8 y 10 Hz) fueron entre una y dos décimas de un hPa.s.L ..
Los promedios para la primera medicién (Rrs) fueron ligeramente menores en el gru-
po de los nifios que en el de las ninas. Lo contrario ocurrié con la reactancia (Xrs).
Se observo un patrén en las mediciones de la Rrs y 1a Xrs, las cuales tuvieron mayor
valor en las frecuencias (6, 8, y 10 Hz), con ligero decremento en las Rrs e incremento
en las Xrs. (Cuadro 8) Un patr6n similar se advirtio en el seguimiento, a medida que

aumenta la edad disminuye la Rrs y se incrementa la Xrs. (Figura 4)

Figura 4. Seguimiento de la funciéon pulmonar por edad
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El crecimiento de la funcién pulmonar con respecto a la edad, se evalto a partir de
modelos mixtos considerando intercepto aleatorio y matriz de covarianza sin estruc-
tura. Todos los modelos fueron ajustados por los percentiles de la puntuacion z de ta-
lla para la edad y el sexo del nifio. Otras variables como el peso, 1a exposicion al humo
de tabaco y la presencia de sintomas respiratorios se consideraron, pero no resultaron
ser variables confusoras ni modificadoras de efecto. Cada modelo fue sometido a un
diagnostico mediante sus residuos (Santos Nobre y da Motta Singer 2007) y para se-
leccionar el mejor modelo se utilizo el criterio de informacion de Akaike (AIC).
Después de ajustar los modelos por edad, percentiles del Z-talla-edad y sexo del
nino, se obtuvo un efecto estimado significativo (p<0.05) de la edad y de los per-
centiles del Z-talla-edad sobre la reactancia y resistencia, y una diferencia significa-
tiva entre nifas y ninos en la resistencia. En el caso de la resistencia, el decremento
promedio a través del tiempo de Rr6 fue de -0.083 hPa.s.L"! cada vez que la edad se
incrementa un mes; para Rr8 fue de -0.105 y para Rr10 de -0.130 hPa.s.I."! cada vez
que el Z-talla-edad aumenta un percentil; la Rr6 y Rr10 disminuy6 en -0.008 y Rr8 en
-0.007 hPa.s.L"". En cuanto al sexo, en los nifios la Rr6 disminuy6 en -0.322 hPa.s.L"!
con respecto a las nifias; la Rr8 en -0.433 y la Rr10 en -0.497. Lo contrario sucedi6 en
los efectos observados en las Xrs; el incremento promedio estimado a través del tiem-
po parala Xr6, Xr8 y Xr10 fue de 0.032 hPa.s.L.!, 0.028 hPa.s.L."! y 0.26 hPa.s.L. ! cada
vez que la edad aumenta un mes de los nifios; y de 0.006 para Xr6 hPa.s.L. "' y 0.004
hPa.s.L."! para Xr8 y Xr10 por un cambio de un percentil de la Z-talla-edad. En el caso

de las Xrs, no se encontr6 una diferencia significativa entre nifios y nifias. (Cuadro 9)
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Cuadro 9. Crecimiento de la funciéon pulmonar

Covariable

Resistencia (Rrs), hPa.s.L!

Reactancia (Xrs), hPa.s.L!

Coeficiente (IC95%) valor p

Coeficiente (IC95%) valor p

Frecuencia 6 Hz
Edad, meses
PZ-talla-edad
Sexo, masculino

Efecto aleatorio

Intercepto

Frecuencia 8 Hz
Edad, meses
PZ-talla-edad
Sexo, masculino

Efecto aleatorio

Intercepto

Frecuencia 10 Hz
Edad, meses
PZ-talla-edad
Sexo, masculino

Efecto aleatorio

Intercepto

-0.083(-0.087,-0.079) <0.001
-0.008(-0.012, -0.003) 0.001
-0.322(-0.569,-0.075) 0.011

Varianza Residual

1.8(1.5,2.1) 5.5(5.2,5.8)

-0.105(-0.109, -0.102) <0.001
-0.007(-0.011, -0.003) 0.001

-0.433(-0.660, -0.207) <0.001

Varianza Residual

1.5(1.2, 1.8) 4.7(4.5,5.0)

-0.130(-0.133,-0.126) <0.001

-0.008(-0.012, -0.005) <0.001

-0.497(-0.693, -0.302) <0.001
Varianza Residual

0.9(0.7,1.1) 4.3(4.1, 4.6)

0.032(0.029, 0.036) <0.001

0.006(0.002, 0.009) 0.003

0.044(-0.158,0.247) 0.667
Varianza Residual

0.9(0.7,1.1) 4.1(3.8,4.4)

0.028(0.024, 0.031) <0.001

0.004(0.001, 0.008) 0.023

-0.031(-0.234, 0.172) 0.767
Varianza Residual

0.9(0.7,1.1) 4.2(3.9,4.4)

0.026(0.023,0.029) <0.001

0.004(0.001, 0.008) 0.017

0.090(-0.108, 0.287) 0.374
Varianza Residual

0.9(0.8,1.2) 3.7(3.4,3.9)

PZ-talla-edad: percentiles del puntaje z- de talla para edad. Todos los modelos mixtos con intercepto

fueron ajustados por PZ-talla-edad, sexo y edad en meses. Los modelos de Rrs incluyeron a 811 nifios

con 2651 mediciones repetidas y para Xrs 822 sujetos con un total de 3028 mediciones.

En la figura 5, se presenta el crecimiento de la reactancia y resistencia estimada a
través de la edad y percentiles del indice de la talla para la edad (puntaje z-talla para
edad) por sexo. Se aprecia como disminuye la resistencia a medida que se incrementa
la edad de los nifios y el patron se repite al considerar los percentiles del Z-talla-edad;
el decremento de la resistencia es mayor cuando se considera la edad que cuando se
consideran los percentiles del Z-talla-edad, es decir, un nifio o nifia que estd en un
percentil alto (P85) con respecto a uno que se encuentra en el percentil bajo (P15),
muestra una diferencia de 0.53 hPa.s.L”! en su Rr6; mientras que la diferencia entre
un nifio o nifia de 48 meses y uno de 108 meses es de 4.96 hPa.s.L. . El decremento de
la resistencia es gradual por categoria del percentil del Z-talla-edad, y el decremento
menor se presenta en la frecuencia de 10 hertz. Lo contrario se observa con las re-
actancias, se incrementan en las diferentes frecuencias oscilatorias con respecto a la
edad y el rango de los percentiles del Z-talla-edad.

Por otra parte, 1a variacion de las Rrs y Xrs fue estadisticamente significativa entre
los nifos, por lo que se control6 al considerar el intercepto aleatorio en el modelo,
lo que indica sustanciales diferencias de nifio a nifio en los niveles promedio de las
oscilometrias. La correlacion intraclase en todos los modelos estuvo entre el 11.8% y
19.3% y fue estadisticamente significativa, es decir, existe una diferencia promedio en

los niveles de las oscilometrias entre los nifios durante el seguimiento.
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Figura 5. Promedio estimado de la resistencia y reactancia a 6, 8 y 10 hertz con

respecto a la edad y a la puntuacién del z-score de la talla para la edad
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7 57 2 57 tiene una contribuciéon importante en el drea de salud. En nuestro estudio evaluamos
o ] ]
g0 g Y la funcion pulmonar a través de oscilometrias con respecto a la edad del nifio y a los
=) —5‘W M g _5o—o0— 0—0 o—o o——o0 . i . .,
2 g percentiles del indice de la talla para la edad (puntuacion Z-talla-edad), de acuerdo
-104 ~101 : . : : o
1 con la OMS (WHO, 2006). Su importancia radica en que nos da idea del crecimiento
-15 -15
o] o] normal de la talla para la edad del nifo, es uno de los indicadores de salud del nifio y
% 48 60 72 B4 96 108 120 36 48 60 72 B4 96 108 120 8 1 %0 8 978 15 %0 8 97 nos permite determinar si la funcién pulmonar con respecto a la edad y talla del nifio
Edad, meses Percentil del Z-score de la talla para la edad
es la adecuada.
O Ri8 —o X — o RB —o— X8 Los resultados tanto de la reactancia como de la resistencia se presentaron a diferen-

tes frecuencias de oscilacion (6, 8 y 10 Hertz) debido que a frecuencias bajas (<15 Hz)
los impulsos generados al respirar viajan distancias mas largas y penetran mas profun-
damente en el pulmon, alcanzando las pequenas vias aéreas y el parénquima pulmonar;
lo que permite evaluar la funcion mecanica del pulmon (Brashier y Salvi 2015).

El efecto estimado del indice Z-talla-edad sobre la funcion pulmonar fue muy pare-
cido al considerar una frecuencia u otra. Entre mas pequena sea la frecuencia oscila-
toria considerada, mayor sera la posibilidad de evaluar 1a parte mecanica del pulmoén

(Brashier y Salvi 2015) por lo que centramos la atencion en el efecto estimado para 55
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Rrs6, que se expresa en un decremento de -0.008 hPa.s.."* cada vez que se incrementa
en un percentil el Z-talla-edad del nino y de -0.083 al aumentar un mes la edad del
nifio. Adema3s, se nota un incremento de 0.006 hPa.s.L."! y de 0.032 hPa.s.L"! en Xrs6
cuando se considera la puntuacion Z-de talla-edad y la edad del nifio. Los resultados
muestran como se incrementa o decrementa la resistencia o la reactancia pulmonar
al considerar nifios de talla para la edad mas grande; lo mismo sucede al considerar la
edad. Estos resultados sin duda resultan relevantes para el drea de la salud ya que pro-
porcionan la magnitud promedio de crecimiento de la funcion pulmonar de un nifio
sano con respecto a su talla para la edad o su edad.

Si bien el efecto de los sintomas respiratorios de los nifios antes de los 18 meses
de edad no influy6 en la relacion entre la funcién pulmonar y la puntuacion Z de
talla-edad, estos fueron evaluados en los modelos porque se sabe que la presencia
recurrente de signos y sintomas respiratorios a temprana edad pueden ser causa de
infecciones respiratorias frecuentes, enfermedades inflamatorias, reacciones alérgicas
o asma (Bliimer et al. 2007) en etapas posteriores. Esto posiblemente se deba a una
falla de la regulacion de la tolerancia y la activacion del sistema inmune (Kawano et al.
2016) Por lo que los periodos fetal y neonatal son clave para la adaptaciéon inmunolé-
gica del individuo. Se cree que muchos procesos alérgicos y enfermedades inflamato-

rias de la vida adulta se originan en estos periodos cruciales (Gottrand 2008).

Efecto de los ftalatos y bisfenol A sobre la funcion pulmonar

Después de corregir el error de medicion de la funcion pulmonar identificado en la
segunda etapa del estudio, se continu6 con el plan inicial de dar respuesta al objetivo
principal del proyecto, (Evaluar el efecto de la exposicion prenatal a disruptores en-
docrinos [ftalatos y bisfenol A] sobre la funcién pulmonar en nifios residentes de la
Ciudad de Cuernavaca, Morelos, México). Para ello se concentr6 en una sola tabla de
datos toda la informacion recopilada durante el seguimiento, desde los 3 hasta los 9
afios de edad: funcion pulmonar, antropometria, sintomas respiratorios, antecedentes
familiares y de exposicion prenatal a ftalatos y BPA. 184 binomios madre-nifio tuvie-

ron informacion completa.

Variables de interés.

Se evaluo la funcion mecanica pulmonar por la técnica de oscilacion forzada para obte-
ner la reactancia (Xrs) y la resistencia (Rrs) a diferentes frecuencias de oscilacion, entre
2y 48 Hertz (Hz). Para nuestro analisis reportamos resultados a 6 y 20 Hz, la primera
para valorar alguna afectacion en vias pequefias y en parénquima pulmonar, mientras

que la segunda valora primordialmente vias aéreas grandes (Brashier y Salvi 2015).

Las pruebas se repitieron cada afio en dos lapsos del tiempo, el primero alos 3,4y 5
afos de edad y, en un segundo momento a los 7, 8 y 9 anos de edad. Las, mediciones
del segundo momento resultaron afectadas por un error que fue corregido por medio
de técnicas estadisticas que permitieron trasladar las mediciones y conservar la varia-
bilidad observada entre y dentro de las mediciones en el tiempo. El procedimiento fue

descrito en la seccion anterior.

Exposicion Ambiental.

A partir de muestras de orina materna se evalud la exposicion prenatal a ftalatos y
BPA. Se determinaron las concentraciones de nueve metabolitos de ftalatos monoéster
(mono-2-etilhexil ftalato (MEHP), 2-etil-5-carboxifenil ftalato (MECPP), 2-etil-5-hi-
droxihexil ftalato (MEHHP), mono-2-etilo-5-oxohexilo ftalato (MEOHP), monobenzil
ftalato(MBzP), Mono-n-butil ftalato (MBP), mono-iso-butil ftalato (MiBP), monoetil
ftalato (MEP), Mono-carboxipropil ftalato (MCPP) y bisfenol A (BPA). Las muestras
de orina se encontraban almacenadas en alicuotas de 5 ml congeladas a —=70°C hasta el
andlisis y se procesaron por desconjugacion enzimatica de los glucurénidos, seguida
de extraccion en fase solida.

Para la determinacion del ftalato, se procesaron 1-2 ml de alicuotas de orina y se
analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucién con dilucion isotdpica
acoplada con espectrometria de masas en tindem. Los analisis de BPA se realizaron
mediante espectrometria de masas por cromatografia de gases. Las concentraciones
urinarias de ftalato y BPA se informan en microgramos por litro de orina y en micro-
gramos por gramo de creatinina urinaria (ug/g de creatinina). La determinacion de
creatinina se realiz6 usando cromatografia liquida de alta resolucion y los niveles se
usaron para corregir la dilucion de la orina.

Las variables correspondientes a las concentraciones de los metabolitos de ftalatos y

BPA fueron transformadas a logaritmo natural para eliminar el sesgo que presentaban.

Signos y sintomas respiratorios.

A partir de su nacimiento, los nifios fueron seguidos cada 3 meses hasta los 18 meses
de edad y posteriormente cada afio aplicindoles un cuestionario clinico que propor-
cion6 informacion sobre la presencia o ausencia de los signos y sintomas respiratorios
desde el nacimiento hasta los 9 afios. Ademas del diagnostico de asma, consideramos
en nuestro analisis los siguientes indicadores: 1) tos, 2) tos seca, 3) tos con flemas y/o

congestion nasal, 4) tos con infeccion en la garganta 5) sibilancias.
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Otras variables

A partir de la edad, peso y talla del nifio, obtenidas antes de que se realizara la prueba
de oscilometria, se construyo el indice de talla para la edad (Z-height-age) y el indice
de peso corporal para la edad (Z-BMI-age) segin la OMS (WHO Multicentre Growth
Reference Study Group 2006).

La informacién de exposicion al humo de tabaco se obtuvo 2 veces a través de un
cuestionario administrado a las madres durante el embarazo y en la visita de los nifios
a los 4 anos, respondiendo la pregunta “;Fuman usted o alguien mas dentro de la casa
y/o0 en presencia del infante?”.

Para determinar los niveles de la IgE especifica de la madre en plasma, durante el
embarazo se tomo una muestra de sangre materna. Las muestras fueron evaluadas
usando un sistema de citometria de fluyjo Luminex Immune Tech, Inc, Menlo Park,
CA. Los resultados fueron clasificados en dos categorias: como positiva IgE>0.70 1U/
ml (madre atopica) y como negativa IgE<0.70 (madre no atopica).

La informacién sociodemografica en el hogar fue obtenida mediante entrevistas
con la madre durante una visita al domicilio, realizada durante el segundo trimestre
del embarazo. El cuestionario incluia preguntas sobre la educacion de los padres, in-
greso familiar, y caracteristicas del hogar (como aspectos estructurales, entorno fami-

liar y factores ambientales asociados a alérgenos).

Analisis Estadistico

Se obtuvieron las estadisticas descriptivas como media, desviacion estandar o fre-
cuencias en las variables sociodemograficas, de exposicion ambiental, antecedentes
de atopia materna y otras involucradas en el proceso del andlisis. Se grafico la distribu-
cion de la resistencia y reactancia por grupos de edad durante el seguimiento de los 3
hasta los 9 afios. Se presentan las estadisticas de las variables de exposicion ambiental
a través de su media, mediana, y para ver su variabilidad la desviacion estandar y los
percentiles 25y 75, 5y 95, asi como los valores minimos y maximos de cada variable
de exposicion.

Para evaluar la asociacion entre la funcion pulmonar y la exposicion (metabolitos
de ftalatos y BPA) se usaron modelos mixtos considerando intercepto aleatorio y ma-
triz de covarianza sin estructura. Todos los modelos consideran la variable de expo-
sicion prenatal a priori y se ajustaron por las siguientes variables: alguna persona en
casa fuma, lactancia exclusiva por 6 meses (0: menor a 6 meses 1: 6 meses de lactancia
exclusiva), sexo del nifio, la puntuacion z-de la talla para la edad y el tiempo de se-

guimiento. Otras variables que no cambian en el tiempo y fueron consideradas como

confusoras fueron el estatus socioeconémico, el sobrepeso de la madre, los niveles
de IgE total en cordén umbilical del nifio, el orden de nacimiento, el tipo de parto, la
presencia de mascotas en casa, humedad y antecedentes de tabaco y la presencia de
sintomas respiratorios fueron evaluadas y no resultaron ser significativas (p>0.10), ni
modificaron los coeficientes por mas del 10%. Por otro lado, cuando se evaluo la inte-
raccion entre el grupo de suplementacion (grupo=1 si las madres durante el embarazo
fueron suplementadas con placebo y grupo=2 si fueron suplementadas con DHA) y
cada variable de exposicion sobre la resistencia y reactancia a frecuencia 6 Hz, en al-
gunos casos esta resulté estadisticamente significativa (p<0.10).

Cada modelo fue sometido a un diagnostico mediante sus residuos y para seleccio-
nar el mejor modelo se utilizo el criterio de informacién de Akaike (AIC).

Todos los analisis se realizaron utilizando STATA version 14 (StataCorp LP).

Resultados

El cuadro 10 muestra las caracteristicas sociodemograficas de la poblacion de estu-
dio, binomio madre-hijo. El 52.7% de los ninos fue de sexo masculino, con un peso
promedio al nacimiento de 3.2 Kg (Desviacion Estindar (DE) =0.4) y un promedio de
39.1 semanas de gestacion (DE=1.9), 53.3% nacieron por cesarea y 28.8% fueron pri-
mogénitos. E1 40.2% de las madres reportaron haber alimentado durante los primeros
6 meses a su hijo exclusivamente con leche materna. Los sintomas respiratorios que
presentaron con mayor frecuencia los nifios 15 dias antes de la realizacion de cada
prueba de oscilometria fueron tos y tos con infeccion en la garganta, 37.9% y 37.0%,
respectivamente.

Las madres al inicio del estudio tenian 26.0 afios de edad promedio (DE=4.9), mas
de la mitad mostro sobrepeso (56.5%) y el 56.0% al menos cuenta con educacion pri-
maria o mas. De acuerdo con los niveles de IgE especifico 28.3% fueron clasificadas
como madres atépicas. En 37.5% de los hogares declararon tener al menos a una per-

sona fumadora dentro del hogar.
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Cuadro 10. Caracteristicas de la poblacion de estudio

Variables

Caracteristicas del nifio

Sexo masculino (%)

Periodo de gestacion, semanas [Media (DE)]
Peso al nacer, kg [Media (DE))]

Talla al nacer, cm [Media (DE))]

Bajo peso al nacer, <2500g (%)

Orden de nacimiento, primer nacimiento (%)

Tipo de parto, cesarea (%)

Semana de gestacion al momento de la alea-
torizacion, [ Media (DE))]

Lactancia exclusive durante los primeros 6
meses

Sintomas en los ultimos 15 dias, [Sujeto (%),
Episodios (%)]

Sintomas en los ultimos 15 dias,
[Sujeto (%), Episodios (%)]
Tos seca

Tos con flema y congestion nasal

Tos con infeccion en la garganta

Sibilancias

Diagnéstico de asma

Grupo de tratamiento

Placebo
87 (47.3%)

44(50.6)
39.3(2.0)

3.2(0.4)
50.6(1.9)
14(16.1)
25(28.7)
45(51.7)
20.4(2.0)

37(42.5)

24(40.7),
31(29.0)
6(10.0), 6(5.6)

19(21.8), 25(7.2)

37(42.5),
54(15.5)

4(4.6),6(1.7)

9(10.3), 14(4.0)

DHA
97(52.7%)

53(54.6)
38.8(1.9)

3.2(0.4)
50.3(2.4)
18(18.6)
28(28.9)
53(54.6)
20.3(1.9)
37(38.1)
23(35.4),

32(29.9) 47(37.9),

31(32.0),
38(10.0) |

Total

184(100%)

97(52.7)
39.1(1.9)
3.2(0.4)

50.5(2.2)
32(17.4)
53(28.8)
98(53.3)
20.3(1.9)

74(40.2)

63(29.4)

5(7.7), 5(4.7) 111(5(5 .8),
21(21.7), |

25(6.6)

40(21.7),
50(6.9)

68(37.0),
92(12.6)

4(4.1),5(1.3)§§1§12)- 4),

3(3.1), 4(1.1) 182(2(_56) .5),

Variables

Grupo de tratamiento

Placebo DHA Total
Caracteristicas de la madre

Edad de la madre, afios [ Media (DE))] 25.8(4.7) 26.2(5.0) { 26.0(4.9)
IMC de la madre [Media (DE))]| 26.4(4.9) 26.0(4.2) :26.2(4.5)

Sobrepeso, BMI>25 47(54.0) 57(58.8) i 104(56.5)
Educacion (%)

Secundaria terminada o mas 51(58.6) 52(53.6) i 103(56.0)
Estado socioeconomico (%)

Bajo 34(39.1) 30(30.9) : 64(34.8)

Medio 30(34.5) 36(37.1) : 66(35.9)

Alta 23(26.4) 31(32.0) i 54(29.4)
Atopia materna (%) 22(26.5) 28(29.8) : 50(28.3)
Alguien fuma en casa (%) 31(35.6) 38(39.2) 69(37.5)

DHA = Acido docosahexaenoico; IMC = indice de masa corporal; IgE = Inmunoglobulina E

El metabolito de ftalato MEP tuvo la concentracion mas alta con una mediana de 106.5
ug/g creatinina (Intervalo de Confianza de 95% (IC 95%): 32.2, 376.2) MnBP con
84.5(IC 95%: 36.2, 194.8), seguido por MECPP y MEHHP con 50.4 ug/g de creatini-
na (IC 95%: 15.8, 147.4) y 37.2(IC 95%: 13.3, 114.5), respectivamente. (Cuadro 11)
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Cuadro 11. Concentraciones promedio (en ug/g de creatinina) de los metabolitos de

ftalato y bisfenol A en muestras de orina de mujeres embarazadas.

Metabolito Placebo, n=87 DHA, n=97 Total
de ftalatoy Mediana P5-P95 Mediana P5-P95 Mediana P5 - P95
Bisfenol (P25, P75) | (P25, P75) (P25, P75)
MCPP 20(13, (0.5-258) :27(1.2,52) (0.4-313) 2.8(14,60) 05-218
6.8)
MEP 103.2 (104- 1002 (7.4 - 106.5 7.5-1433.9
(32.2, 1433.9) (333, 1785.1) (32.2,
376.2) :278.0) 376.2)
MECPP 45.6(26.5, (8.0 - 146.5(15.6, (3.3-
1256)  6675)  i99.0) 452.1)
MEHHP 37.2(17.0, (45- 130.9(104, (13- 37.2(13.3, 2.2-511.4
97.3) 516.8) 1101.7) 354.9) 114.5)
MEOHP 19085,  (2.4-289) 17.2(7.0, (1.0 - 19.4(7.0,52.3) 1.2 -219.0
46.5) 152.3) 165.1)
MEHP 3.9(1.9, (0.6-63.3) 13.4(1.8,85) (0.3-422) 3.6(1.8,9.6) 0.4-57.1
10.0) :
MnBP 845(36.0, (13.6-  79.5(234, (24- 84.5(36.2, 6.9 - 775.6
172.6) 530.9) 1218.6) 1019.5) 194.8)
MiBP 6.9(2.7, (0.5-65.9) | 6.4(2.9, (0.4-69.8) 6.5(2.7,16.2) 0.5-65.9
16.9) 113.6)
MBzP 12.2(41, (1.0-207){10.1(4.1, (0.8 ~ 11.0(4.0,31.8) 1.0-121.0
34.4) 131.8) 143.0)
BPA 2.3(12, (0.4-203)i2.2(0.7,47) (02-12.6) 23(11,50) 0.2-158
6.0) :

En cuanto la funcion pulmonar, durante el seguimiento se obtuvo un promedio de 4
mediciones de resistencia y reactancia por sujeto. La resistencia a frecuencia 6 y 20
Hz cae con la edad (menor a 20 que a 6 Hz) y la reactancia se incrementa (menor
Xrs6 que la Xrs20) como se puede observar en la figura 6. La resistencia promedio a
frecuencia 6 Hz durante el seguimiento fue de 9.1 hPa.s.L"! con una variabilidad entre
las mediciones de los nifios (ve) de 1.7 y de 2.7 entre las mediciones de cada nifio
(vd), para Rrs20 el promedio fue de 8.9 hPa.s.L "}, con una variabilidad entre los nifios

de 1.1 y dentro de ellos de 1.5 hPa.s.L-1. En cuanto la reactancia promedio observada

en Xrs6 fue de -4.5 (ve=1.4, vd=1.8) y de -3.1 (ve=1.3, vd=1.8) hPa.s.L . Estas esta-

disticas fueron similares entre los grupos placebo y DHA. (No se muestran los datos)

Figura 6. Seguimiento de la resistencia y reactancia a frecuencia 6 y 20 Hz por gru-

po de suplementos y edad.

hPa.s L1 Placebo DHA

20 0------ Qe
[o]

1545~ B Rl i R S S § ———————————————

Rrs

| o i
104-H+ W R T N | R R B D o -

B Frec.6
—15- Frec. 20

36-47 48-59 60-71 84-95 96-107 108-119 36-47 48-59 60-71 84-95 96-107 108-119
Edad, meses

756 mediciones repetidas correspondientes a 184 nifios

Al evaluar el efecto de la exposicion prenatal sobre la funcion pulmonar del nifio por
grupo de suplementacion, se observo un efecto positivo, pero no significativo en el
grupo de nifios cuyas madres fueron suplementadas con placebo, es decir, a medida
que se incrementan los metabolitos o el BPA en escala logaritmica, la resistencia a fre-
cuencia 6 Hz se incremento, pero no de manera significativa. En contraste, en el grupo
de nifios de madres suplementadas con DHA, este efecto fue negativo con todos los
metabolitos y BPA, pero solo fue significativo (p<0.05) en Ln(MECPP), Ln(MEHHP),
Ln(MEOHP), Ln(MEHP) y Ln(MnBP). Por cada incremento en escala logaritmica
de MECPP, la resistencia de los nifios disminuy6 en 0.298 hPa.s.L.* (IC 95%: -0.521,
-0.076), en el caso de MEHHP en 0.295 hPa.s.L ! (IC 95%: -0.484, -0.105), MEOHP en
0.271 (IC95%: -0.489, -0.053), Ln(MEHP) en 0.252 (IC 95%: -0.485, -0.019) y Ln(M-
nBP) en 0.271 (IC95%: -0.491, -0.050).

PuLMONAR EN NIN0OS: UN EsSTUDIO DE COHORTE

4
O
Ll
Q
<
&
=]
=)
<
=
S
»
©
Z
P
-4
O
o
A
Z
=
v
=
-4
©
=
~
=)
-4
»
)
A
<
=
=
<
Z
=
-4
~
Z
)
Lol
QO
L)
»
o
&
>
S8

63



ExPoSICION PRENATAL A DISRUPTORES ENDOCRINOS Y MADURACION

Cuadro 12. Efecto de los ftalatos sobre la Resistencia a frecuencia 6 Hz (hPa.s.L."!) por

grupo de tratamiento

Metabolito Placebo DHA Global
defralato/ _ (N=87,n=361) . (N=97,n=395) (N=184,n=756) _F'i"
BPA : oeficiente (IC95%) P valor : Coeficiente (IC95%) :
Ln(MCPP) -0.241(-0.534, : 0.108 ; -0.096(-0.288, : 0.328 ; 0.103

0.053) ; 0.096)

-0.057(-0.272,

-0.172(-0.333,
-0.011)

-0.05(-0.52,

-0.298(-0.521,
-0.076)

-0.295(-0.484,
-0.105)

0.011(-0.463, i 0.965 :
0.484) :

Grupo, DHA

# Interaccion entre los metabolitos de los ftalatos o el BPA y el grupo de suplementacion (1 = placebo y
2 =DHA). Todos los modelos fueron ajustados por alguien fuma en casa, lactancia exclusiva durante los

primeros 6 meses, sexo, puntaje z de talla para la edad por cada medicion y el tiempo de seguimiento.

El mismo patréon de comportamiento se observo las Xrs6 para estos metabolitos. Con-
siderando al grupo de ninos cuyas madres recibieron DHA, a medida que se incremen-
tan Ln(MECPP), Ln(MEHHP), Ln(MEOHP) y Ln(MEHP), la reactancia a frecuen-
cia 6 Hz se incrementa significativamente, en 0.189 hPa.s.L.'(IC 95%: 0.003, 0.376)],
0.185(IC 95%: 0.026, 0.344), 0.170 (IC 95%: -0.012, 0.352) y 0.164 hPa.s.L ! (IC95%:
-0.030, 0.357), respectivamente. (Cuadros 12 y 13)

Cuadro 13. Efecto de los ftalatos sobre la Reactancia a frecuencia 6 Hz (hPa.s.L-!) por

grupo de tratamiento

Metabolito Placebo DHA Global

de ftalato /i (N=87,n=326) .  (N=96,n=352) @ (N=183, n=678)
BPA Coeficiente (95%CI) P valor Coeficiente (95%CI) P valor Coeficiente (95%CI) P valor
Ln(MCPP) : [0.008(-0319, ¢ 0.381 : 0.079(10.168,0.327) | 0.530 | -0.014(-0.18, 0151) ; 0.864

Ln(MEP)

Inte-
raccion
P valor

Grupo, DHA

Grupo, DHA
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Ln(BPA) -0.238(-0.454, 0.031 i 0.014(-0.215,0.243) | 0.905 -0.095(-0.253, 0238 i 0.112
-0.021) -' 0.063) ,
............... SO S I vsovtsiorANISIION TSSO SO
Grupo, DHA : : -0.229(-0.633, i 0.266
0.175) :

# Interaccion entre los metabolitos de los ftalatos o el BPA y el grupo de suplementacion (1 = placebo
y 2 = DHA). Todos los modelos fueron ajustados por alguien fuma en casa, lactancia exclusiva durante

los primeros 6 meses, sexo, puntaje z de talla para la edad en cada medicion y tiempo de seguimiento.

Por otro lado, se observo una interaccion significativa(p<0.10) entre el grupo de
suplementacion y las concentraciones en escala logaritmica de los metabolitos Ln(-
MECPP), Ln(MEHHP), Ln(MEOHP), Ln(MEHP) y Ln(BPA) sobre la resistencia y la
reactancia a frecuencia 6 Hz. En promedio 1a Rrs6 de los nifios disminuy6 significa-
tivamente cuando sus madres fueron suplementadas con DHA durante el embarazo,
a diferencia del grupo de nifios cuyas madres recibieron placebo durante esta etapa,
donde el decremento fue minimo o nulo, y no significativo. La reactancia, se incre-
ment6 en el grupo de DHA, pero el incremento fue minimo o nulo en el placebo. Es
decir, el efecto del DHA pareciera contrarrestar el efecto negativo de los ftalatos sobre
la medicion de la resistencia. (Figura 7)

Para el caso de las Rr20y Rx20, en ninguno de los dos grupos se observo un efecto

significativo en presencia de estos quimicos. (No se muestran los datos)

Figura 7. Interacciones entre el grupo de suplemento y el metabolito de ftalato.
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Todos los modelos fueron ajustados por alguien fuma en casa, lactancia exclusiva durante los pri-

meros 6 meses, sexo, puntaje z de talla para la edad en cada medicion y tiempo de seguimiento.
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Los resultados muestran una relacion positiva entre algunos metabolitos de ftalatos
y la funciéon pulmonar en el grupo cuyos nifios fueron suplementados con DHA. No
obstante, debido a la incertidumbre creada por el error en el segundo momento de la
medicion de la resistencia y la reactancia, los resultados no son publicables. (Anexo
2. Asociacion entre la funcion pulmonar y los disruptores endocrinos. Articulo no
publicable). Sin embargo, es importante discutir los sesgos y errores de medicion, de
manera que concluiremos nuestro trabajo discutiendo los resultados en términos del

error de medicion. También se discutiran las ventajas y desventajas del estudio.

®® DiscUSION

Resultados obtenidos

La funcioén pulmonar (Rr6 y Xr6) de los nifios cuyas madres recibieron DHA durante
el embarazo no fue afectada de manera significativa en funcion de los niveles de los
metabolitos que provienen del ftalato DEHP. Los hijos de madres suplementadas con
placebo mostraron una menor funcion pulmonar al incrementarse los metabolitos,
aunque el decremento no tuvo significancia estadistica.

Biologicamente, algunos estudios han sugerido que la exposicion a ftalatos durante
el desarrollo fetal puede provocar alteraciones durante o posterior a esta etapa de la
vida. Este proceso inicia cuando los quimicos atraviesan la barrera placentaria, per-
mitiéndoles llegar hasta la circulacion sanguinea del feto en desarrollo. Otros estudios
han mostrado que la exposicion a ftalatos se relaciona con procesos proinflamatorios
TNF-alfa y un incremento en las sustancias reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas
en inglés), que puede inducir estrés oxidativo y apoptosis en las células placentarias
que ocasionan complicaciones en el embarazo o predisponen a enfermedades a lar-
go plazo, como el asma. Por otro lado, las vias por las cuales el DHA actia como un
antiinflamatorio no son del todo claras. Algunos autores senalan que el DHA eleva
las citoquinas Th2, IL5 e IL13 mientras que disminuye el estrés oxidativo a través de

su accion sobre los niveles de F-isoprostano. Otros autores apoyan la hipétesis de un

cambio epigenético causado por la incorporacion del DHA a la dieta materna durante
el embarazo que se ve reflejado en el sistema inmune en etapas posteriores al naci-
miento.

Los resultados obtenidos en este estudio no muestran una clara relacion entre el
efecto de los ftalatos sobre la funcion pulmonar y el grupo de suplementacion.

Lo anterior probablemente se deba a alguna de las circunstancias que se presen-
taron durante el desarrollo del estudio, como el hecho de que las dosis de DHA que
se administraron fueron bajas (400 mg por dia) y a que no se continu6 con la suple-
mentacion durante la lactancia; la falta de potencia estadistica para detectar un efecto
convincente pudo ser otro factor, al igual que la presencia del error de medicion de
la funcion pulmonar. A continuacion, se aborda el impacto de las situaciones que se

dieron durante el desarrollo del proyecto sobre el desenlace del presente estudio.

Circunstancias que se presentaron durante el seguimiento del proyecto

Errores de medicion en la funcion pulmonar

La técnica de oscilacion forzada ofrece una ventaja indiscutible frente a la espirome-
tria al medir la funcién pulmonar en nifios de edad preescolar, en adultos mayores o
en personas con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) porque es una
técnica que evalta la parte mecéanica del pulmoén sin necesidad de que el paciente
realice un esfuerzo de respiracion ya que se realiza durante la respiracion continua y
suave. Sin embargo, los resultados de la resistencia y reactancia obtenidos en nuestro
estudio presentan dos errores, uno que proviene del equipo utilizado i2M (Chess Me-
dical, Belgium, marketed in Italy by Cosmed) y otro producto de error, probablemente
de calibraciéon del aparato, cometido por el personal encargado de realizar estas me-
diciones.

El primer error en las mediciones de Rrs y Xrs a frecuencias bajas (6, 8 y 10 Hz)
fue identificado y reportado recientemente por el Dr. Peter Sly y colaboradores (Sly
et al. 2018), error originario desde la fabricacion del equipo i2M, especificamente en
el procedimiento de calibracion indicado por los fabricantes, al considerar una impe-
dancia estatica baja (2 hP.a.s L™) y especulando que se corrige con la adaptacion de
una boquilla con filtro en la boca para sellar los labios y que el paciente respire tran-
quilamente; el patrén de respiracion del nino es variable y por ende su impedancia
respiratoria es superior a 2 hPa.sL™!, por lo que este error se incrementaria en el caso

de los nifios pequenos y pacientes con EPOC debido a que emiten impedancias altas.
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Los autores lo demuestran y proponen como estdndar de oro afiadiendo un tubo de
ondas al equipo i2M y una calibracién de ganancia de presién. Concluyen que el equi-
po i2M sistematicamente subestima el Rrs y sobreestima la Xrs. Estos errores signifi-
cativos repercuten en el diagnoéstico clinico, sobre todo cuando se trata de pacientes
con EPOC. Sugieren utilizar un procedimiento de calibracion dindmico que utilice un
modelo de pulmoén que simule los cambios en Zrs observados durante la respiracion
tidal para obtener estimaciones precisas de Zrs, para posteriormente reemplazar los
valores estandar que hasta ahora se han propuesto con el equipo i2M. Lo anterior in-
dica que es necesario evaluar las mediciones que provienen de otros equipos que se
usan con frecuencia para descartar este problema.

El segundo error fue identificado durante el andlisis estadistico de mediciones de
Rrs y Xrs tomadas a los nifios de 7, 8 y 9 anos en la segunda fase del estudio. Es un
error sistematico que afecta por igual todas las mediciones de los participantes del
estudio. Se sospecha que la causa fue que el equipo i2M no fue calibrado al inicio de la
segunda fase de la misma manera que al inicio del estudio. Entre la fase 1 y 2, el equipo
estuvo apagado por el lapso de un ano.

El error compromete la validez interna del estudio ya que las mediciones no va-
lidas de Rrs y Xrs conducen a una respuesta erronea a la pregunta de investigacion
(Hernandez Avila Mauricio 2007). De no corregir el error, se incurriria en un sesgo de
informacion inherente al proceso de recoleccion de la informacion de oscilometrias y
en consecuencia la estimacion de los ftalatos sobre la funcion pulmonar seria errénea.
Para solventar esta situacion se aplicaron técnicas estadisticas para corregir el error
en las mediciones de la segunda fase con ayuda de las mediciones de la primera fase
del estudio.

Un sesgo de informacion puede llevar a un error de clasificacion diferencial o no di-
ferencial, por falta de control de calidad en la informacion. En nuestro caso nos encon-
tramos ante un error de clasificacion no diferencial o aleatoria ya que el error cometido
afecto por igual a todas las mediciones de los participantes durante la segunda fase del
estudio, independientemente de su exposicion (Hernandez Avila Mauricio 2007).

Para evaluar el sesgo presentado en nuestro trabajo, calculamos el coeficiente de
correlacion de concordancia entre las mediciones predichas de reactancia y resisten-
cia provenientes de las ecuaciones propuestas por Gochicoa y colaboradores (INER)
(Gochicoa-Rangel et al. 2015) y las del modelo que propusimos para evaluar las cur-
vas de crecimiento pulmonar. En este andlisis se observa poca concordancia entre
ambas, pero una alta precisién en todas las mediciones, ademds de la presencia del

error sistematico. (Anexo 3)

Pérdidas de informacion

Una suposicion importante para el cilculo de las tasas de incidencia en un estudio de
cohorte es que los individuos que se pierden durante el seguimiento son similares a
los que se mantienen bajo observacién tanto en lo que concierne a la exposicién como
como en lo relativo a la enfermedad (desenlace). En caso contrario se obtendria un
riesgo relativo sesgado (sesgo de seleccion por las pérdidas en el seguimiento) (Sklo
Moyses y Nieto Javier 2018). El sesgo de seleccion puede afectar la validez externa
del estudio, es decir, la generalizacion. En nuestro caso se plane6 un disefio de cohor-
te con informacion de 290 binomios madre-hijo y un seguimiento de mediciones de
funcion pulmonar de los nifios en dos fases del estudio, la primera alos 3,4 y 5 afios y
la segunda fase a los 7, 8 y 9 anos de edad. Debido a las circunstancias que se presen-
taron durante la marcha, el tamafio de muestra y el nimero de mediciones repetidas
planeadas se redujo. A la edad de 3 afios asistieron 187 nifos a la evaluacion de su
funcion pulmonar (vista anual de rutina al hospital), pero solo 33 correspondian a los
290 nifnos seleccionados como poblacion de estudio porque se disponia de la informa-
cion de exposicion prenatal. A medida que el estudio avanzo, se fueron incorporando
mads nifios hasta llegar a 184 de los 290 nifios inicialmente seleccionados. A pesar de
que hubo pérdidas durante el seguimiento, a medida que avanzaba el estudio se re-
cuperaron mas ninos. No todos los nifios asistieron a las 6 visitas programadas, pero
el promedio de asistencia a las visitas fue de 4 por nifio durante el seguimiento. Por
tanto la potencia estimada para detectar un efecto negativo de la exposicion prenatal
sobre la funcion pulmonar se afecté debido a que el tamafio de muestra disminuy6
36.6% y la potencia estimada de 66% a 49%(Bruin J 2006).

Por tanto, consideramos que la validez externa de nuestro estudio se vio afectada
por la falta de la potencia estimada. Por tanto, existe incertidumbre en los resultados
obtenidos sobre la asociacion entre los ftalatos y la funcion pulmonar ya que desde el
inicio no tuvo la suficiente potencia estadistica para discriminar el efecto negativo de
los ftalatos sobre la funcion pulmonar.

Sin embargo, las medidas correspondientes a la funcion pulmonar (Rrs y Xrs) no
se vieron afectadas por la reduccion del tamafio de la muestra que pas6 de 290 a 184

sujetos. (Anexo 4)

Ventajas y desventajas del estudio
Nuestro estudio tiene la ventaja de provenir de un ensayo clinico, doble ciego aleato-

rizado, en el que las madres nunca supieron a qué grupo pertenecian y la poblacion
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involucrada en este trabajo (binomio madre-hijo) conservo la aleatorizacion, con ca-
racteristicas basales parecidas en el grupo de placebo y el de DHA, lo que garantiza la
validez interna del estudio.

Otra ventaja es que el seguimiento de los ninos se mantuvo hasta los 9 anos de
edad y se pudo observar el comportamiento de las mediciones antropométricas, fun-
cion pulmonar y registro de sintomas respiratorios en los ultimos 15 dias previos a la
aplicacion de las pruebas de funcion pulmonar de los nifios. Sin embargo, estuvieron
presentes las siguientes limitaciones: 1) restriccion del tamano de muestra a 290 bi-
nomios madre-hijo desde un inicio, 2) falta de medicion posnatal de la exposicion a
ftalatos y BPA, 3) pérdida de nifios durante el seguimiento, 4) perdida de informacion
de covariables importantes durante el seguimiento y 4) error de medicion en las me-
diciones de reactancia y resistencia identificado en la segunda fase del estudio.

Si bien todos los resultados presentan un grado de incertidumbre, lo que se busca al
hacer estudios de investigacion es minimizarlo con el proposito de que los resultados
sean validos. En nuestro caso, la incertidumbre se acentu6 debido al error de medi-

cion de Rrs y Xrs y a la falta de potencia estadistica.

® ® CONCLUSIONES, PROPUESTAS Y RECOMEN-
DACIONES

En nuestro pais es frecuente que el tamafnio de la muestra de un proyecto de investi-
gacion se proponga con base al presupuesto disponible en lugar de hacer una estima-
cion que permita considerar otros factores que puedan discriminar apropiadamente
el efecto deseado. El presente estudio no fue la excepcion, se propuso desde la planea-
cion un tamano de muestra de 290 binomios madre-hijo porque solo se disponia de
presupuesto para determinar metabolitos de ftalatos y BPA en 290 muestras. Ademas,
la falta de informacion a priori sobre la relacion entre estos quimicos y las medidas
oscilométricas impidié que se calculara la potencia correctamente. La potencia esta-
distico del estudio se vio afectado porque se necesitaba un tamafio mayor para poder
observar el efecto negativo de los ftalatos o del BPA sobre la resistencia y reactancia
pulmonar durante los primeros anos de vida de los nifos.

Aunque hubo error en las mediciones de nuestras variables de desenlace (Rrs y
Xrs), creemos que estas no se vieron afectadas gravemente y la falta de claridad en
el efecto que se observa en la relacion final entre la exposicion a ftalatos y la funcion

pulmonar se debe a la falta de potencia y no al error de medicion.
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Productos derivados de la investigacion

De los tres articulos establecidos como productos finales del proyecto, 1) “Indices de
exposicion para ftalatos y bisfenol A y su uso potencial en estudios epidemiologicos”,
2) “Evaluacion de las curvas de crecimiento pulmonar” y 3) “Efecto de la exposicion
prenatal a disruptores endocrinos sobre la funcion pulmonar en nifios residentes de

Morelos, México”, solo el primero se pudo concretar.

1. Articulo: Exposure indices for phthalates and bisphenol A and their potential use

in epidemiological studies.
Escamilla-Nunez MC, Barraza-Villarreal A, Herndandez-Cadena L, Barbosa
Sanchez AL, Romieu I, Barr DB, Gonsebatt ME, Pérez Padilla R, Aguilar-Salinas

CA, Borja-Aburto VH. MOJ Toxicology Volume 4 Issue 3 — 2018.

2. Articulo: Efecto de la exposicion prenatal a disruptores endocrinos sobre la fun-

cion pulmonar en nifios residentes de Morelos, México. (Articulo no publicable)
3. Concordancia entre los valores de referencia del INER y los del presente estudio.
4. Estimaciones, predicciones y simulacién de modelos.

5. Articulo: Modelos de crecimiento, propuestas para corregir un sesgo en la medi-

ci6én (Borrador)
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Exposure indices for phthalates and bisphenol A and
their potential use in epidemiological studies
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Abbreviations: BPA, bisphenod A; DEHFP, difZ-cthyihexyly
phithalate; Dl do-octyl) phthalale; DEF, decibyl phthakaic:
H&W, high ssdbecubar weight, LOD, Bmsed of detecnion; LMW,
ey mdecular weaght; MWs, molecular weights; MEHP, meono(2-
cthrydhexyl)  phehalste; MECFF,  moieod 2-cthy -5 -carbomypentyl)
phibalate;  MEHIP,  monod2-ethyl-S-hydrocyhexyly  phihalone;
MECHE  monel 2=cibyl-S-oxohexyl) phialsie MOPE monol 3.
carbooypropyld phibadale, MaBP, monces-butyl phithabue; MiBE
nemi-mobuly]  phibalase, MBeP, nwsobenzy|  phihalase; MEF,
moenethy] phthalabe; EDCs, the endoerime disrupling chemacals

Introduction

The lEndocrme I]iﬂ'l.lpling Chemocals {EIX s}, are chempcals
il are stradural analogs of endopenons homones and can alter
iwctabolic prlways"" The main compounds classifled as EDCs ane
palvchiornated biphanyls, dioxins, polveyelic asomatie hydiogagkons,
phikalates, bisphenal A (BEA), pesicides, alkylphenols, snd some
henvy metsls ' Curremly, 1o =everal coumirnies, there ore no estahbiched
standanls  fiv contol of these chembcals  inclading  Mexioo,”
Howewer, thewe 5 camemly some regulation of use ol philalates in
ihe USA, copecially in chakd care products (Consumeer product safety
commassian from LS A Vanous stodies have documented that
gestutionnl exposure o phihalates alters the regulation of embryo
developmient, which negatively cifcts on reproductive health and
neuradevelomprient of individisals and thes progeme! % Expuosirg

[ []]] [ ———

£ 2015 Encadia Mg o ol The o et Cpe B0 Sk dletbaned araiod M Yeres of D Cealios Comvsons Aawibaibidn
o LicErma, which DT W Tesricing L ORiringan, g el umnn oL e Nor oo ey

to BPA bas beon asmociled wilh m.mru'r.in.gc'.” ﬂ-l:h'lupmnﬂ of
pesdational diabetes, redoeed glecose toletanee, and an meecass in
plasma inslin, triglyeerides, lepin concentrations, and chesity."

Ihihakstes and BPY have been detected in the environment becanss
of ther wse i the manufacture of plastics, where they are included as
adiditives e provide Heuby, lardnes, ransparency, or durabilty
i the plastee. " These chemibeals ane also poessail i mamy coamon
personal care prochcts, cleaning products, constnsction materiols,
hones furniture, electronics, feod packaging, phanmacentical products,
and amechicmles. Consapeemtly, humars are fregoently  exposed
ts mulbple EIMC "™ Plibalates are prescmt in e cnvironmsnl as
phtbalae acid csers, whaeh ane Iipophilic. On emermg the lwman
hody, exiemse's and lipases present m ihe micstine and parenchyna
rapidly metnbolize phihalates 1o thewr esters, ™™ Some of the prinary
meednbaibes m tum mndengo hydroagylason, oocdation, and comp gateon
reactions, before bemng cxorcted *-

Phihalates lave boslegesal hali-lives on thie order of hours¥3
ke main phihalates amd dts metabolides s bave been abantificd
in humen e’ include d&i2-ahvihexyly phthalaie (DEHF), &
octyly phthalsie (DeOP). dibatyl phihalage, daisobutyl phihalsie,
bensyl butyl phihalate, and diethy] phthalite (DEPLY Each of these
are metabolised b prmary of secondary ostors. Approxmmately 75%
of DEHF & exerciedd im the urine withan the first 4% h of cxposurs
as poned 2-cthylbexyl) phihakate (MEHD) asd other chemacals from
axidafive metsholsm, mcheding  mwonof 2-ethyl-5-carbaxypentyl)

Expasure ndices for phihalates nnd bapbensl A o threr podentio’ ree in efsdemiclopicnl tudes

plihalale  (MECFF),  monof2-cthwi-S-wydroxyhexyl)  phthalsie
(MEHHFY, amd anoms 2-ethyl-5-oxoheayd) phibalate (MEOHE) =
DnOF is metabodized o menod 3-carboxypropyl) phikalate (MCFPF).
Inbutyl phthalsle md disobuty]l phifalte are melabolieed o
mono=m=bily]  phikalabe (Yo and mese-cobaly]  phthalsie
(0B, pespectively ™ Heneyl byl phibalane is rapsformed moo
mciwobeneyl phthalate (MBzP), and (he mam metabolite of DEP is
monoeibyl phthalate (MEF), #5450

Lipophalic. BPA, 15 symthesared by combinatin of o moles
of phenol and ooe mode of acetone, and 15 moderately soluble
(120-Mihing'l. at pll 757" To date, sts melabolisin has nol beon
complelely  characterized, However, this compoussd has  bBeen
investigated in intemational studics for 1he cstrogenic offacts.™
Exposure e phthalaies and BPA can be transplacenial, inhalatopy,
dermal, andior oral |, with the lslter beang the most compmuon. ™"
Although, there are a lol evibence of the haalih nsks of exposune
b these sibstances. ™ the mechanisms and modes of action of these
chemicals are pot yet clear Becawse humans are wsually exposed o
misiures of these chemicals ruther than each one i isolation™ ond
through masy differemt patbways," ™ current loxicology methods
fscims on evaluating e effect of mixiares of comaminants on haman
health Exposure imbiocs are imponant for perfommng ihis type of
cvalusiion. " Differcnt suthors have wsed different ways io represent
exposare (o flese substances ™ ™ used the sum of the phthakste
metaboliles from the same parent phibalote. Christensen el al.” used
the cumulative rek mdex geerated by the sum of the mis betweon
the current kevel of exposune and ibe accepiable kevel of phihalsic
expesie (eference valee). Trasande & coworkens™ conslered the
sum of ke metobolites pocerdimg o malecular weight for both high
il bow modecular weight groups. The aim of the present study waes to
develop exposure mdices for phihaksies asd BPA from unpe samples
of pregnant wonsan. These indaces eould be applicd for ihe evaluation
of the individaal and combined effects of these chemicals on the
brealth of & study popualation. They could also be used as sk markers
m laler sbapes |rfilr.-|.~rlnprrh:|1l | necHadics

Materials and methods

Wioanen m the present stsdy were Trom mother and chabd pairs whao
pariscipaicd in a lange randomized clinbeald real {National Instwice of
Public Health/Institwio Macionad de Salod Phblica (INSP) Mexico:
CI-001 im clinkcaltriaks gov: WOTIOGAG360),  Participants  were
recnaitesd at the General Hospatad of the Institete Mexicane del Segure
Social (IMS5) m Ceemaviaca, Mexico, Cenerally, the IM55 enrollees
wore of middle 1o low socioooononms: stalies. ™ The ﬂl.l']!p‘ puﬂ.-l.n.'ul
win approvad by Emory University’s Haman Investigations Board
(Atlzntn, GA. USA) the Fihic Committee of INSP (Cucrnavaca,
Mexica), md the IMSS Genernd Hospatal™s Human Subpects Boards
Al procedunes were expluied o the parcipants, who sagned an
mformed consant lorm. For the present repont, we selectod a sub-
samiple of 20 binomsals frem thee 10BN women participants of a
cohort. Eligible bimomial were those who had complete infomantion.

Determination of phthalate metabolites and BPA,

The: lirst mcsming unne sangples wene collecied rom the medbers
during 1be third inmester of pregnancy, Contamers prewashed
wnl polbution free were provided 1o e pamicipants amd (bey were
mstncied on semple collection procedures. After sampling. S-mi.
aliquois were stored froren al —MPC unil analysis. Analysis was
conducted to determine the presence of nine monocester phthalste
metsboliles (MEEHF, MECPF, MEHHE, MEOHP, MB, MoBF,

Copprgh
CMIE Escarilln-Plofiaz et of, 111

MIBF, MEF, and MCPP) and BPA in the Bboraiory of the Emoery
University of Atlama, USA. Henisn unine ssmples weie prooessed
using enzymaatic deconjugstion of the ghecuronides followed by saled-
phise extracizon, For phthalale delermenation, 1-2ml. wrine alwpeals
were provessed. The assay preconn was improved by icorpaomabing
a 13C4-|abeled imiemal standard for cach analyie, and & comjuganed
nbernal stamdand to monitor deconjugation efficiency. The amadyies of
mberest were released in (heir seoomd conpogated phase and isolaged by
saliid-phase eximction. The sumpbes wene pnalyeed by ssolope dibution
high-performance liquad chromatography coupled with tndem mass
spectoiicty (HPLCMS ) The cocentration of cach analvie was
cabaulsied frem a calsbration curve prepased using a standard. The
Lirnits of datection (LODs) (or all anakytes were 0 Ing/ml., except for
MEHF (0. 5ng mL) mmd MCPF {0 5ngmlLy*

For qualsty conirol puspeses, targets or the method, overbudened
smpbes with kown bevels (n=1(M% of the smples), standards, and
blind samples whose eoncemtrations were compasd wath ksowam
bevels were analyeed

BPA analyvses wene perfomed using ges chromatography mass
spectrometry sccording 10 an esablished method ' Phihalate and
BPA immany concentratins are reported both in mrogranes. per
fieer of unne and in nucrograms per gram oof Unnary ofeaimme
(ng'e creatinine). Crestmine deiermination was realized using high-
resolution |xpuid chromatography and the levels were nsed fo comect
for umine dulution,

Statistical analysis

AL 290 sammgpless of material urme wene nsed for stabisdical analysis
of fhee phihakue metabolite and BPA resulis. The peoaetric means
aedd the 50%, T5% and ™* percentibes of the concentbrations of the
phthalate metabalites and BPA were caloulated. Phehalate metabaolite
comcentrbions helow of the hmeted of delection (LOIY) were nssigred
a valwe erpial 1o the LODY divided by the square ool of the assigmed
valie, ™ uki.ny, il accound thal ihe mmiﬂg. vithics did Bt ¢xoced
2% of the sample siee. Likewise, we usad multiple impatation™ for
ohizining estimase valoes of MEHPE Later, these were transfommsed
b o nataral loganthem (Lo (comespending metaholiel) becmise of
the asymmeincal distilbuton of the date. The muliple pnputaion e
an Werabive process of estimation (hat il {5 repeal scveral tmses For
ciach complete dafa sel, we considered to the analyses the mwetlod 1k
uses Markow Momte Carlo chaim (MCMC) procedures; we assume
thaf all the varmiables in the mmputalion medel have a pomt mubivanase
nomal disibstson, The imputstion was evaluated from vansnce
Caithan, between and Lotal), nelative merease m vanance, tse fraction
of massing mivrmatecn and relative efficicecy, well o the usad of
graphs ie cvaluate the residues, atypical valoes for each dats sed
imaputed simgele, us well for evaluting the convergence of model, To
mwvestizale groupang pattams in the dala, we used Pearson comelabion
matrix and dupersson graphs, For comstructing the exposune indwoes
amd comzidering thal there 15 intercomelations between faciors, we
used confimmtory fescton analysis with the promax procedure, which
uses oblepee moiation,™ we considared maximum likelhoosd a5 method
b estimate the paramelers of the model amd the regresson method
b extracied factors The model was examined and evaliled s
goodness of fit

The o] af factoral analysis is given fof equalions:

I.HI-HEHHPI-'IJ.NFI +“'}?F-‘"I.,-|.'I:‘E||IHP|
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Lo | MECPP) = Q95F TOUMF, +u

Copyrhn
G0N Escarnils-Mofiaz st al, 113

by sotaled common Gactors, Factor one was stromgly selaisd 10 the
phihabaie metyholiie: LoiMEHHP). LedMECPF), LafMECHEP), and

Expomie indices [or phihciates ond bisphened & ond their polentinl wse iy efvdemsciogiog studies

B EicamBs-Phicz e, 104

Table T Avorage conperarutionds (i gl creatning) of phohalie mecabalines and baphesnl & in 3530 urine amples nken fram pregnang wemen in the third

trimeiter of preganey i Mexics

o MECFP) LotMEHP). whach are demved from DEHP (Tahle 4). amd weakly
relsted 10 the remaming phthalile metaholdes and BPA, Foclor Phitalate
[ 490.0 0,550,064, 097,064 00050 comdirin. ¢-1._Liversabinand 12 fert]  pyery was strongly related 1o the phihalate mctabolites, L(MnlP), i umlmw 4 ER
Lo MEP) = 0006F $053F +u \E e tabale: tramsforraston of DelP beneyl butyl phahalate, ditvsty] Bt
' 2 LA MEF) phihakate, amd diisobutyl phthatate, respestively: 1 was weakly related
te Ln(BPA) and La(MEP), which is derived from DEP, and the rest HCEP 181431 1702429 5.7 (49,68 169 (116, 20.4) 5.4 {19.3, 368
Where L (MEHEHP) Lo MECPP). .. n( MEP) arcvariables ¢ e i e o e, Factor 1 i for plifale i LR e : * ?
i } , . metabalvies tha are demved inthe Tner stages ol mctabolicm of DETP
mlmhmﬂ with: Tog-outural. ‘of. pifiaiute: mershotiiey: mel TR | i Enctor 2 for-a tebsbars o plillalni rastebollies sod BIBA (Tibla MER 1066 (87, 1285) 23T I201)  JOAS(ILLASY  FTOD(FEOIMLIN 15264 (11416.2590.1)
F and F, common factors; ™, faonr) e wm_r"“f " w,.”"-‘ 3 (Figare 2). Each factors obtained represents an exposuse index, DEHP
» i : whech we lsbeled as 2-cthy] and philalate mixtures m reference to
s i e L the rest of the phihalate metabolites or BIYA that they contained. The MEHP A0 (44T 3Qads s @Es HA(196.482) 627 (427.858)
[, 00, FLT, 80 O, LT, 0L, 0 04 D rmkbering -1 I w12 | COTTElation of the promax (1) moiated common [2cors was 62.6%. HECHP AEE (IR E8T) LA (ISR 504)  IZER(UIA TR 3089 (23845440  GILS(4158,7375)
f loadi Fmally m Tabls 4 shows the plysical amd chempcal charactonisiies of
nctor Joadings. e ctibaciice mtndiod HERHP NPT 400} T65IY WE(TLLIILE IFOS(I8T.0. 4175 4B43 (3513, 827.3)
Analyses were performed using Stats 14 sttissical soffware . . < HEOHP ITE(I4820%)  IST(I36188) 46T (B617) N AR ITIE) 175 (15243165
(StataCom LI, College Station, TX, USA) AL R SN ) A 1 = P
Variable Mean
Results el HinBF TEH(B6LTIN) 80U (6T5.724)  IBAD(ISTL2ITE) IO (3447.5294)  TIRT (4917, 10318)
) ) Age, years Py | (47
Mzﬁll:ﬂ: Hw; I::“:f woiml *'rH'-:CIE'-l !::ﬁ?[;“l*-“?: 1 i T e “ e i CETLERE 645170} 155115, 197) J45 (269, 40.7) 564 (39,2, 740}
than one-hall were overweight (5525, and only $5.4% completed Sociosconomic el nf¥) e e et i o
secondary school, Panity, 42.8% of women had two deliveries, Tertle | 1o [45] dEF
mclude current pregnancy and 17.6%, 3 or more. In addinon, 34.5% Tertde 1 104 (35.9) HBzP 10,3 (85, 123} 10U (79, 123)  JLB2LT. 386 TIA (S50, 1063) 1457 (956,242}
ol the motbars they Bad a low sociscconomes level. Among the nine Tortde 1 ' (T8
phitelne metsboliics ssudicd, the highest average conconirations ; BFA T1{I815) 22{1.9.15) 5.0 (4, 65) 14 (79, 142) 145 {12.8,21.5)
(Table 2) were for MEF a1 106.8p/g creatiging (95% confidnes Table 3 Correlations between rocated common factors and the conoentrations of phehalate metbolites and bisphenol A In urine from. pregnant Mexican
interval (95%CTE 85,7, | 28.6), MnBP a1 77 6pg/g crestimine (95%CT: Haighe. m 150 54 woanen (2908
66.2, 910}, and MECPP mt $68ppiz creatimine (95%C1 ¥6, Weght b 616 Q114
£5.2). By contras, the lovels of BPA (2 Ipg's creatimine;, 95%0C1: Body Mass Index {BHI), kim2 T 1 (4.4 Wariable Factor | Fastor I
1% 2.5 and MCPP (I8pg's croatmme; 95%0C1E 2.4, 3.2) were o e B4 & K Membolices
bow. From the correbation matnx {Fiygare 13, we dentified strong (r : ¥ g i o kR
~88%) and significant (=<0.05) correlations nmong the metbolites Purkcy Include currant pregrancy n¥) s
L(MEHP), Lo(MECPP), LeMEHHP), and Le(MEOHP), and J % (32.0) Ln{MECPF) 0976 0636
wiaker relabonships among the memnbolites Lnd&nkEF), LndMaEEF), 1 124 Cd]] Ln{MECHP e BEIE
arwd Lo MEEZF) (r= GRS, = mnse The hlg]l e lalmns anHWg 1 5 “'Ir_ﬂ
LfMECPE), Lo(MEHHP), and LoiMEOHP) could be sitributed Lo N 7 Ln{HEHF) DT E
% the foct that three of these metabuliics are derived from MEHP = e
Tahle 3 shows the comelations between phitalate metabolites amd AP
BFA with the resulting lnctors from mulivonale analvsas, representod o e 2k Lofrety inet o i
LB 0505 841
m— = LiMEP} 0552 0.824
i Lr(MCEP) 0874 oI
8 W LniBIPA) 0.46E 0545
e LR 033% 0535
w9 .—-u'"n
3 g Meas {sranderd deviation] 0.000 {0.493) 0.000 (0963}
bl
Median {P,..P} 00720678, 0.66k) D01 {0672, 0618
2 Max, Min %I AF] -2431,4.19%
. . i ol gm
--.-.':"ﬂu L - . v L Srructure matri correlizions between variables and prampo3) romred common [oors. Comrelvion marria of e promaed) romped commen fsciors was
o 2 4 8 8 1 D526
Figure | Correlations Between phifulite metabobies and bagheral A in T

uring fram pregnast Mexican women [ =I90) on a logarithenis sonhe. Values
oorrespond to Fearson
‘pg'%.ﬂ!-

Figure T Map of clasters among phehalate mecaboltes and bisphenol A
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Table 4 Physicochemical characterstes of phfalates and their metaboltes, well a5 of the bsphencd A

Phtalate parent compowsnd | Bhphanal & Primuary metabalite in humas weine
Cas =l 17
Molecur  Partition Wster Mames Modeculr  Mamre Halecuir
ik i FRERAYT  eight  cosfficient  Selehiliry  (sbbeevistion]) TR  uight (abbrevistien)  welght
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CarteyPescylh
P MLl
MECFP)
Henail- Menal-Erbyl5-
CH{2-Ethyi-bemy] Phthalsse (DEHP) 03T mpl
: ; . EtiiHe i 176 O —
ﬁmgnm,m [EHMCHJCHI  1ITELT 1908 T80 v ot s 13 M T
L L {MEH} (MERHF
FMenoi2-Eyl-
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Pckizen e
(MECHF]
Hanafl:
DTyl Phahalais {OwDP} 117840 003 mgll.  CarboayProgyl]
M [COOHTH ), CH ) BE._HL O, = ik ar25°C Prahalize - —
L= ]
Beray) Byl Prosalane (B2 Fanaiflentel)
CH,(CH D0CC, HCOOCH CH,=C,, LiPmgl  Phthslste S
oy Ba7  MNIM AT i o i 543
Doy Prchalaes (Db o thap-tad
CH[CODICH ) CH =C_ H, O, B2 1TED iy i :H"'h"" 131704 FIE3
ja-Burpl) phihaiaor (4P ik oo TR
CHCOOCHCHICH)]*C, H, O, 84435 1783 Al i o & 133
Baphancl A [BIA (C,H, OH),
IEICH] =C, K, R PR g
ar 24°E
Dbyl Prifalirg (DR 1080 mpl.  MonofEthy) MR-
CHCO0CH)C H, O, o it s 25°C Phrhalise (MEP} 13-4 i

Dizcussion

Compared wath prevensly reported exposare imdiees, "% [he
rwn developed in our snady (2-cthyl and phihalaie nuixienes) coubd be
mare consisient bevanse they were oblaimed from the relatombips
among the compounids, using accumic dots, and show its correlation
with ench olber, thal 1s, they nre nid mibependent melices. ™ Therelore,
1l ooild be wsed o o dselid exposuine indicator 1o evaluate the effects
o bealth and it codd be used 1o develop 1oels o tier cvalusle
capoare b EIRCs ot Dife stapes when hamans are particalachy
sisceptible to their effects. Fow stadies have investigaied prenatal
phthalale exposare in Mexican pepulations. Mecker ef al' amalyead
phihalate molshelites m wo groups of women residing o Mexeoos
Caly (Mexien) who delvered cither at-term (=37 wecks of gestation )
of pre-term (<37 weeks of gesiation) The phthalate copcenirations
defecied m samples from wonen wiih o pre-tenm delivery wene greaier
than bose in womnen with atsterm delivenies were, Compared with the
comecatrations ebeerved i the present sily, the somscontratsom of
three phthakste metabolies in the Meeker study were higher o badh
groaps (MECQHP 185 and 25 3pp'p creatimine, MECFP 32.8 amd
68 Spgip crentinine, and MEP 20000 and 1740008 crestinine o o=
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torm and pre-term delivenes, respectively). In another study carmed
oul i e State of Meves the nectabolies MEHP, MBI MabF,
asd MEP, showed lower concentrations than those obtuined in our
study.® In hoth englier studies, the participasts had sense common
sickodemographic chamcteristics, meluding their age {avemge age,
27 years], socwal class {monddbe -bow'y, amd arca of readenee (Valloy of
Mexieal The observed dillerences m phthalate concentralions may
b siggestve of differesoss in sources, charagtsristics of partwipants
amd lifestybes, despiie the demopmphic similantees, Likewise, the
resulis also suggesi that the mixiures of phihalaes that mdividuals are
caposed 1o vary and arce differend.

Tiv b bt of oair kmowledge, only Camonwine I et o™ and
Jobms LE et al. " have stadsed prenstal exposure to B, Canionwme
report an avesnge phiholsle concentmuzon of L95uge oreatime
ned @ maxEamnen vibue of T-”HF-"F creatimine. Jobhns o al found an
average of BPA concentmtions of 1,28 ot meedian 10 wi of gestalion,
concentmbions thal are belkww those found by us donved Brom the
foet that the average vihue Goind by s was of 2.1 pg'e ercatinise asd
the e valoe Foumd by us was more thas tades that foind by
Cnmtonwine and colleapues.

Ciration: Escamily-Nuher MIC, Barrara-Villarreal &, Herndnder-Cadena L, et al, Expeture indioes for phitulices amd bapkeasl A and cheir pocential use in
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Compared wath the concentmbions reporied in the 4% Repert on
Human Exposure 1o Chemacnl Sabsiances from the MNatsomal Health
and Mulmon Examanation Survey (NHANES) moabe U5 wiuch
boakisd a1 samples from beth pregrant and mon-pregnant women, the
concenirations found m this sixly for phihslate metabolites were
higher by 2.3 10 59, Epg'g crentining for the geometnic means, Onky
the concentrutions of MO and Ml were lower by 005 ned 2 %pp's
creatimine (peometne mens), respechvely, moogr shady than in the
NHANES,™ while BFA coscentrations were simalar. NHANE "™ [n
asether study, WoodnalT et al. usad o subsadgple of pregnam amd pon-
pregnant women from the MNHANES, and fourd high comcentraions
of MBP, MiBF, MelP, MEF, and BPA in unime, In thes cme, the
concenlrabions of MEF, MEF, and BFA o b pregnaml women were
bughet than the comoontisteons detected moour shely, For MnBE e
resubis obtamed in the presemt work were higher thon those from
the MHANES and Woodmil e al. For MiBE the highest average
concentration was detected i the NHANES stishy {7 5pg), whle
the concentration moour ucy swas shighily boawer (7.2 pg L), and lower
in the WoodralT study (3 5p21.) These dilferences could be causcd
by several factors such as differences i the populations sudied, for
cxampde, whether the pasticipants wane pregnant of nod, differences m
exposare for LS and Meswcan populations, o dilferend phthaksie
regullatsom m the LS.

Oibser studies around the worbd have evalted exposine (o these
chemicals in prematal samples, and samations i conceniratings
bave beem detocted with differences in ethnic backproumd amd
s pmsonomic status. Higher concentrabions than thoss found i ou
study have been reporied in France, where the concentratioms of al|
|'||'I:|'n|a||.- mnetaboliles, excepl MnliP, were ug 1o Tz limies those foind
e ouE study,™ I Spain, hegh copoentrations have boen detected for
MEP, MEHFP, MiBF, and MBeF,™ and i Denmark,. high comcenirsions
huve boen detegted for Ml (35 3’ creatiming)."" In this study,
bocmise of the hl#h camelafion belween FI1I]1.:l:lIE melabodites amd
1PA, anel becanme expaaure s Frequently 1o @ moxiune of chenacals,
we e the resulis o cstablish exposure imlbces. Oiher stidics ave
propesed the generation of indices wimg the sum of the mxtabolives
derived from the principal medabolite, ™ or from the sccumulabed
nsk, penerated Brom the sum of the coellicients bebween the presen)
bevied of exposure and the scoeplable leved of plihalate exposire (the
relercmee value)" Fuilier studics leve koked ab msing the sum of
the malecular wieghis (MWs) of the nsctabolites,™ and dafFerentiating
between Tow molecular weight (LMW and high molecular weighi
(HMW) metaboliles, We comparsd our pesulls with the fallewing
midices proposed I1:|.' other sfuches: the DEHP madex, whach was
generatod as the sum of the metabalies MEN MIZCPP, MEFTP,
ard MEOHP, due HMW index. which was penerated as the sum of the
metaholiies MEHE, MECPF, MEHHF, MEOHFP, MB2F. and MCPP;
the LMW phihalates index, which was generated as the sum of MEFR,
MulsP amd Ml amd the LMW BEA wsdex, wach was generatesd
as the sum of ME® MaltP, MiBP and BPA. We observed highly
signaficant cornclainens (p < 0.05) bataeen the 2-cthyl mdex proposed
in this study and the DEHP index was (r=5%0T%), and the HMW
index (=95 8%), These comelations could be steributed 10 the &l
that these three miices shane many of the same metabolites. The onky
excoptions were Lhe incliswon of MEP and MCPF in the MW index,
These metabolites are ot imclsded i the other tao mdices because
they differ in water sidubility 1o the other metabodives. The sooomd
mdex developed im this shudy, phthalate mixnapes, had o sigmificom
correlation of 91, 7% (p= 0005 with the AW ]:hlh.ul.u.lv.n idex, and

Copprightc
CIM0HB Excamills-Mefies ceal, 115

significant comelation of 92.7% (=05 ) with the LMW BEA index.,
These comparsons show that our indices ke mio conspleration
e than e chemial characlematic, such as mlecilar 'A.'r.-'ighl: 0O
waler solulbality, reflecting the cormelatson between our mifices and
the indices proposed by other suthors. On one hand, there s a high
gomglation between the 2-gibyl index with DEHT® index nmd with
MW 1mdex, becnizse 1he metabolites are HMW compaouanads denved
frong IFEHP The molecular waaghl 15 important To comsader becaise ol
is a parameier that aflsas the proces of metaholization.

In a shly im mats af 7 days post-caposure,™ ihe amousts of
dervatives of phihalaie esters exereted m umne and feces decreased
as the MWs increased. Thas may be becnuse the LMW phtlalsies ane
rapudly metabedizad 1o beir momslers, whereas meetabolism of HINW
phihalates revumes oxidateon ™ * O e ollier hand, the solubiliey of
a phihalase abo determines bow fong it 15 retined in an onzanism
[ Table 44, and phihalste sobubality s known o decrense as the number
of carboms v the molecule merenses ™ Phtholales with more
curbsuzs @re e lipesalulbde, wlach can alse slect den resudance
time moan orgamsm. Fahemsore, the use of cach type of phthalae
depends on it pliveicochemical characienstics, including its MW, the
alkyl groam fo which it i hound, its volatlity, and s solubality. From
o sinbistical visapoinl, these groupngs are the result of comelations
among the melaboldes, that 15, women who presented wath a ligh
concentmtion of o grven meiabolite ol had a ligh concentraon of
amcther metabolife im the same groap bt md of melabolites in other
groups. In this regard, the exposare imilices can be cxplained by the
simarees of the phihalates amd high scores [or the same mdex should
adicate sunilar exposare sounoes,

The jauﬂt}'l imndex contains melabolites ungirn'.lmg from the
mctabalam of DEHE, which is maiily consumsed as a oomlaimimnain
ity foils nhad are high in {4, swch as milk, fish, or eil **% Exposure
o DEHF con be primandy atirfbued o the mucnals used o pockage
foad ® Additimal souarees of exposire by BEHP mschede nwedecal
devices, with pabents underpome hemodhalyses, neonatex, amd
women havieg @ Cesancan-saction delivery beang more subncrable
brocause of the disect comact that they have with these subsiances in
medical equipment.™ In our stwdy, oe anabyred samples inken dunng
preglm:y_urui nneslyses were mlso conducted o the same mstnbalites
i g laken ol delneery oo subsample of 1 women. For these
women, there was a corrclanen, wlech Huciaaicd between 100
amd 62%, between the comcentraiions of ibe phibalote meinbolibes
dunng pregnancy and st defivery. However, although some stisdies
have shown thal DEAF concentrations dilfer according o delivery
by, ™44 wie couthln”L wonlim these observations due 1o our small
sample swee ot the moment of delivery. In oar study, ihe concontmainm
of the pramary metaboline MEHP showed a comelation of 48% wisen
bath samples (dunng pregoancy asd at delivery) were taken into
consideration, bul thas was probutly because of our snall sample si#e,

PMalhalates im the phihalate mextures mdex group are used nsan 1o
prlwh]c sofbness and ﬂL".l.ibiIi!}' i p|a.'dm iy fis CONETINGE, Carpelx,
paiats, gises, sidistinal selvents, prnfar ks, vinyl gloves, packaging
sealonts, botthe top coatimgs, cans for foodd *™ amd cigaretie filiers. =
These phihalates age prohibited in toys, childeare products, and
cosmetics * Char findings are encoursging becawse they provide an
mdicaticmn of the potentianl nsk of the oo effiects caimsed by exposure
b this growg of EDCs that altheugh, they ane known as kow msk for
thee environmet, i they constitute a fisk to e healih of the expossd
populstien denved for their oxicologial charsgtenistics. In addition
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this indes coninin DEF, which is used in personal care products, which
is also fousd in polluted water sources as well B, 725

A poszible lomatatsons. of our study are; first: thal of oot having
the mezsurement of ather melabolites of phthalsies, this s rellectmg
i a pasor gorrelation ol some melabalites of phihakates as 5 ohe case
with MEF amd BPA andd others lesser extemt with the second index
amd second, fo have only one measurement of the metabolies during
pregramcy, smee 18 g assumed that the lemporary vanabions of the
caposane follow the same paitorn for the whole prognancy, owever,
amother mensuremeni was laken i o subsample at the e of dolivery
and observed good cormelatson Betwesn hodh measurcenents for various
metabalies, In conclesion, our resulls showed stromg comelations
among chemical aibstances belonging te the same group, and these
from the =amic source amd they share toxicologecal chamcionstics.
Thetelore, the exposure indices generated m o study coald be nied
g evaluate e effect of exposure o mulople andocrme dasmpiogs
i exposed populstion amd for wse in epidemiological stedies in
enverormyenisl healih
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EFECTO DE LA EXPOSICION PRENATAL A DIS-

RUPTORES ENDOCRINOS SOBRE LA FUNCION

PULMONAR EN NINOS RESIDENTES DE MORE-
LOS, MEXICO

Introduccion

En los altimos afios, se han publicado estudios que relacionan la exposicion en perio-
dos de vulnerabilidad a determinadas sustancias quimicas a bajas concentraciones, o a
combinaciones de éstas, con efectos adversos en la salud de los individuos que pueden
prevalecer a lo largo de la vida (1-5). Algunos de estos compuestos se conocen como
disruptores endocrinos porque sus efectos inciden sobre el equilibrio hormonal y la
regulacion del desarrollo embrionario. Entre ellos se encuentran los ftalatos y el bifenol
A (BPA), substancias que son ampliamente usados en la industria del plastico y que ca-
recen de normatividad a nivel mundial (2,6-10). Dichos compuestos se usan para dar
al plastico la elasticidad, flexibilidad y resistencia requerida para el producto especifico.
En la poblacion general la principal fuente de exposicion a estos compuestos es a través

del consumo de alimentos contaminados, seguida de su inhalacion (9-11).

La exposicion a ftalatos y BPA ha sido relacionada con problemas de salud reproduc-
tiva, malformaciones y neurotoxicidad, pero son pocos los estudios que han evaluado
su asociacion con la salud respiratoria. Estudios recientes indican que la exposicion
a ftalatos tiene un efecto negativo sobre la salud respiratoria de los lactantes que se
manifiesta por obstruccién bronquial, asma y altos niveles de 6xido nitrico en el aire
exhalado (12-15). En poblacién adulta también se han relacionado con asma. Sin em-
bargo, el estudio de Hoppin et al. no encontro6 relacion entre los metabolitos de estos

compuestos y sintomas respiratorios en ninos (12—-19).

Debido a la vulnerabilidad de los ninos, cuyos pulmones se encuentran en crecimiento
y desarrollo, el efecto sobre su salud podria ser maytsculo. En la nifiez, las enferme-
dades respiratorias son mas comunes y se manifiestan por sintomas respiratorios que
pueden llegar hasta la disminucion de la funcion pulmonar y a consultas de urgencia

en hospitales.

Otros autores senalan que la ingesta de dcido docosahexaenoico (docosahexaenoic acid,
DHA) durante el embarazo a partir de la semana 20 contrarresta el efecto negativo de

estos quimicos sobre enfermedades inflamatorias como el asma y las alergias en eta-

pas posteriores al nacimiento (20-23). La dosis ideal y el tiempo de suplementacion
no se ha establecido, pero se ha observado que los suplementos de DHA administra-
dos a dosis altas (1.1 g - 3.7 g) durante el embarazo protegen de las alergias posna-
tales, a diferencia de las dosis menores; también se ha reportado un efecto protector
con suplementos de DHA a bajas dosis cuando el tratamiento se prolonga durante la
lactancia (24, 25). Sin embargo, los estudios son escasos y la evidencia todavia no es

concluyente.

El proposito del presente trabajo fue evaluar el efecto de la exposicidon prenatal a fta-
latos y bisfenol A sobre la funciéon pulmonar medida por oscilacion en nifios desde los
tres hasta los nueve afios residentes en la Ciudad de Cuernavaca, Morelos, México, y

su interaccion con la suplementacion de DHA.

Métodos

Disefio del estudio

El disefio de la presente investigacion es de cohorte anidada y forma parte del estudio
POSGRAD “Prenatal Omega-3 Fatty Acid Supplements, Growth, and Development”
(NCT00646360). Es un estudio doble ciego, aleatorizado y controlado con placebo,
disefnado para evaluar el efecto de la administracion del suplemento prenatal de dcido
docosahexaenoico (DHA) en el crecimiento y desarrollo de los hijos de las participan-
tes reclutadas durante las visitas de rutina prenatal entre febrero de 2005 y febrero de
2007 en el Hospital General del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) de Cuer-
navaca, México. Las mujeres recibieron la indicacion de tomar 2 capsulas diarias de
DHA o de placebo a la misma hora cada dia desde la semana 18 o 22 hasta el momento
del parto. Las capsulas de DHA contenian 200 mg y las de placebo contenian aceite de

oliva y eran similares en apariencia y sabor a las capsulas de DHA.

El protocolo fue aprobado por el Consejo de Revision Institucional de la Universidad
de Emory y por los Comités de Etica y de Bioseguridad del INSP. Todos los procedi-
mientos fueron explicados a las participantes, quienes firmaron una carta de consenti-
miento informado. Los datos del estudio fueron revisados periddicamente por un co-
mité externo de monitoreo de seguridad y datos (DSMC). Para mas detalles consultar
el articulo de Usha Ramakrishnan, 2010 (26).
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La cohorte anidada estd constituida por 184 binomios madre-hijo con informacion
completa de exposicion prenatal a ftalatos y BPA y datos de seguimiento de oscilo-
metria, antropometria y sintomas respiratorios de los nifios hasta los 9 afios, asi como
otras variables como antecedente de IgE de la madre, tiempo que la madre tomo el
suplemento, IMC, educacion y exposicion a humo de tabaco. Las caracteristicas socio-
demograficas de las madres se obtuvieron mediante un cuestionario que se aplico en
el momento en que ingresaron al estudio. El antecedente de atopia materna se basé en
los niveles de IgE especifica materna en plasma (IU/ml); las mediciones de oscilome-
tria, antropometria y sintomas respiratorios en nifios se obtuvieron desde los 3 hasta
los 9 afios. En la revision anual de salud del nifio se aplic6 un cuestionario en el cual se
registro la presencia de sintomas respiratorios durante los 15 altimos dias; después se

le midid, peso y se realizaron las mediciones de oscilometrias.

La potencia estadistica obtenido a partir de la muestra seleccionada para el presente
analisis fue de 66%, considerando una muestra de 290 nifios con 6 mediciones repeti-

das y 2 grupos de comparacion.

Variables de interés.

Se evalu6 la funciéon mecanica pulmonar utilizando la técnica de oscilacion forzada
(forced oscillation technique, FOT) con equipo 12M, Chess Medical, Belgium marketed
in Italy by Cosmed) siguiendo las especificaciones de la SER (27). Se obtuvieron re-
sultados de la reactancia (Xrs) y la resistencia (Rrs) a diferentes frecuencias de oscila-
cion, entre 2 y 48 Hertz (Hz). Para nuestro analisis reportamos resultados a 6 y 20 Hz;
la primera oscilacion valora las vias pequefas y el parénquima pulmonar, mientras
que las frecuencias altas valoran primordialmente vias aéreas grandes (28). Todas las
pruebas fueron realizadas por los mismos técnicos que seleccionaron las tres mejores
pruebas técnicamente aceptables para promediarlas y representar 1a medida de la Rrs
y Xrs. Para ver con més detalle el procedimiento que se siguio, revisar el articulo de

Shackleton y colaboradores (29).

Las pruebas se repitieron cada ano en dos lapsos del tiempo, el primero alos 3,4y 5

afos y, en un segundo momento, a los 7, 8 y 9 anos.

Exposicion Ambiental.
La exposicion prenatal a ftalatos y BPA se evalu6é en muestras de orina materna. Se

midieron nueve metabolitos de ftalatos monoéster (mono-2-etilhexil ftalato (MEHP),

2-etil-5-carboxifenil ftalato (MECPP), 2-etil-5-hidroxihexil ftalato (MEHHP), mo-
no-2-etilo-5-oxohexilo ftalato (MEOHP), monobenzil ftalato(MBzP), Mono-n-butil
ftalato (MBP), mono-iso-butil ftalato (MiBP), monoetil ftalato (MEP), Mono-carboxi-
propil ftalato (MCPP) y bisfenol A (BPA). Las muestras de orina se encontraban al-
macenadas en alicuotas de 5 ml que se mantuvieron congeladas a —=70°C hasta el mo-
mento del andlisis. Se procesaron por desconjugacién enzimatica de los glucurénidos,

seguida de extraccion en fase solida.

Para la determinacion del ftalato, se procesaron 1-2 ml de alicuotas de orina y se
analizaron mediante cromatografia liquida de alta resolucién con dilucion isotdpica
acoplada con espectrometria de masas en tandem. Los andlisis de BPA se realizaron
mediante espectrometria de masas por cromatografia de gases, de acuerdo con un
método establecido (30). Las concentraciones urinarias de ftalato y BPA se informan
en microgramos por litro de orina y en microgramos por gramo de creatinina urinaria
(ug/g de creatinina). La determinacion de creatinina se realiz6 por cromatografia li-
quida de alta resolucion y los niveles se usaron para corregir la diluciéon de orina.

Las variables correspondientes a las concentraciones de los metabolitos de ftalatos y
BPA fueron transformadas a logaritmo natural para eliminar el sesgo que presentaban.

Signos y sintomas respiratorios.

A partir de su nacimiento, los nifios fueron seguidos cada 3 meses hasta los 18 meses
de edad y posteriormente cada afio, aplicindoles un cuestionario clinico que propor-
cion6 informacion sobre la presencia o ausencia de signos y sintomas respiratorios
desde el nacimiento hasta los 9 anos. Los indicadores que consideramos en nuestro
analisis fueron: 1) tos, 2) tos seca, 3) tos con flemas y/o congestion nasal, 4) tos con
infeccion en la garganta 5) sibilancias, ademas del diagnostico de asma.

La informacion sociodemogrifica en el hogar se obtuvo mediante entrevistas con la
madre durante una visita a domicilio realizada durante el segundo trimestre del em-
barazo. El cuestionario incluia preguntas sobre la educacion de los padres, ingreso
familiar y caracteristicas del hogar aspectos estructurales, entorno familiar y factores

ambientales relacionados con alérgenos.

Otras variables

A partir de la edad, peso y talla del nino obtenidas antes de que se realizara la prueba
de oscilometria, se construyo el indice de talla para la edad (Z-height-age) y el indice
de peso corporal para la edad (Z-BMI-age) de la OMS (31).
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La informacion de tabaquismo se obtuvo a través de un cuestionario administrado a
las madres durante el embarazo. Respondieron la pregunta “;Fuman usted o alguien

mas dentro de la casa y/o en presencia del infante?”

Niveles de IgE especifica materna: Durante el embarazo se tom6 una muestra de san-
gre materna para la determinacion de los niveles de IgE especifica en plasma, los cua-
les fueron evaluados usando un sistema de citometria de flujo Luminex Immune Tech,
Inc, Menlo Park, CA. Los resultados fueron clasificados en dos categorias: positiva
cuando IgE > 0.70 IU/ml (madre atépica) y negativa cuando IgE<0.70 TU/ml (madre

no atopica).

Andlisis Estadistico

Se obtuvieron las estadisticas descriptivas como media, desviacion estindar o frecuen-
cias para las variables sociodemograficas, de exposicion ambiental, antecedentes de ato-
pia materna y otras involucradas en el proceso del anilisis. Se grafico la distribucion de
la resistencia y reactancia por grupos de edad durante el seguimiento de los 3 hasta los
9 anos. Las estadisticas de las variables de exposicion ambiental se presentan a través de
su media y mediana; y para ver su variabilidad la desviacién estandar, los percentiles 25

y 75,5y 95 y valores minimos y maximos de cada variable de exposicion.

Para evaluar la relacion entre la funcion pulmonar y la exposicion (metabolitos de fta-
latos y BPA) se usaron modelos mixtos considerando intercepto aleatorio y matriz de
covarianza sin estructura (32). Todos los modelos consideraron la variable de exposi-
cion prenatal a priori y se ajustaron por las siguientes variables: alguna persona fuma
en casa, lactancia exclusiva por 6 meses (0: menor a 6 meses 1: 6 meses de lactancia
exclusiva), sexo del nifno, z-score de la talla para la edad y el tiempo de seguimiento. Se
evaluaron otras variables como el estatus socioecondémico, el sobrepeso de la madre,
los niveles de IgE total en cordon umbilical del nifio, el orden de nacimiento, el tipo
de parto, la presencia de mascotas en casa, la humedad, los antecedentes de tabaquis-
mo y la presencia de sintomas respiratorios, pero no fueron significativas (p>0.10) y
no modificaron los coeficientes por mas del 10%. Por otro lado, cuando se evalu6 la
interaccion entre el grupo de suplementacion y cada variable de exposiciéon sobre la
resistencia y reactancia a frecuencia 6 Hz, en algunos casos resulto estadisticamente

significativa (p<0.10).

Cada modelo fue sometido a un diagnostico mediante sus residuos; para seleccionar el
mejor modelo se utilizo el criterio de informacion de Akaike (AIC).

Todos los analisis se realizaron utilizando STATA version 14 (StataCorp LP).

Resultados

El cuadro 1 muestra las caracteristicas sociodemograficas de la poblacién de estudio
binomio madre-hijo. El 52.7% de los nifios eran de sexo masculino, con un peso pro-
medio al nacimiento de 3.2 kg (Desviacion Estindar (DE)=0.4) y un promedio de
39.1 semanas de gestacion (DE=1.9); 53.3% nacieron por cesarea y el 28.8% fueron
primogénitos. El 40.2% de las madres reportaron haber alimentado exclusivamente
con leche materna durante los primeros 6 meses a su hijo. Los sintomas respiratorios
que presentaron con mayor frecuencia los nifios 15 dias antes de la realizacion de cada
prueba de oscilometria fueron tos (37.9% y tos con infeccion en la garganta (37.0%).
Al inicio del estudio la edad promedio de las madres era de 26.0 afios (DE=4.9), mas
de la mitad mostr6 sobrepeso (56.5%) y el 56.0% tenia al menos educacioén primaria
o mas escolaridad. De acuerdo con los niveles de IgE especifica, 28.3% fueron clasifi-
cadas como madres atopicas. E1 37.5% de los hogares declararon tener al menos a una

persona fumadora dentro del hogar.

Las concentraciones mas altas de los metabolitos de ftalatos fueron MEP con una me-
diana de 106.5 pug/g creatinina (IC 95% ): 32.2, 376.2) MnBP con 84.5 (IC 95%: 36.2,
194.8), MECPP y MEHHP con 50.4 ug/g creatinina (IC 95%: 15.8, 147.4) y 37.2 (IC
95%: 13.3, 114.5), respectivamente. (Ver Cuadro 2)

En cuanto a la funcion pulmonar, durante el seguimiento se obtuvo un promedio de 4
mediciones de resistencia y reactancia por sujeto. La resistencia a frecuencia 6 y 20 Hz
disminuye con la edad (menor a 20 que a 6 Hz) y la reactancia se incrementa (menor
Xrs6 que la Xrs20) como se puede observar en la figura 1. La resistencia promedio
a frecuencia 6 Hz durante el seguimiento fue de 9.1 hPa.s.L-1 con una variabilidad
entre las mediciones de los ninos (ve) de 1.7 y de 2.7 entre las mediciones de cada
nino (vd); para la Rrs20 el promedio fue de 8.9 hPa.s.L.-1, con una variabilidad entre
los nifos de 1.1 y de 1.5 hPa.s.L-1 entre las mediciones de cada nifio. La reactancia
promedio observada en Xrs6 fue de -4.5 (ve=1.4, vd=1.8) y de -3.1 (ve=1.3, vd=1.8)
hPa.s.L-1. Estas estadisticas fueron similares entre los grupos placebo y DHA. (No se

muestran los datos.)
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Al evaluar el efecto de la exposicion prenatal sobre la funcion pulmonar del nifio por
grupo de suplementacion, se observo un efecto positivo, pero no significativo en el
grupo de nihos cuyas madres fueron suplementadas con placebo, es decir, a medida
que se incrementan los metabolitos o el BPA en escala logaritmica, la resistencia a fre-
cuencia 6 Hz se incremento6, pero no de manera significativa. En contraste, en el grupo
de ninos con madres suplementadas con DHA, este efecto fue negativo para todos
los metabolitos y BPA, pero solo significativo (p<0.05) en Ln(MECPP), Ln(MEHHP),
Ln(MEOHP), Ln(MEHP) y Ln(MnBP). Por cada incremento en escala logaritmica
de MECPP, la resistencia de los nifios disminuy6 en 0.298 hPa.s.L-1 (IC95%: -0.521,
-0.076), en el caso de MEHHP en 0.295 hPa.s.L-1(IC 95%:

-0.484, -0.105), MEOHP en 0.271 (IC 95%: -0.489, -0.053), Ln(MEHP) en 0.252 (IC
95%: -0.485, -0.019) y Ln(MnBP) en 0.271 (IC 95%: -0.491, -0.050).

El mismo patréon de comportamiento se observo al considerar la Xrs6 para estos me-
tabolitos. Considerando al grupo de nifios cuyas madres recibieron DHA, a medida
que Ln(MECPP), Ln(MEHHP), Ln(MEOHP) y Ln(MEHP) se incrementaron, la reac-
tancia a frecuencia 6 Hz se increment6 significativamente en 0.189 hPa.s.L-1(IC 95%:
0.003, 0.376), 0.185 (IC 95%: 0.026, 0.344), 0.170 (IC 95%: -0.012, 0.352) y 0.164
hPa.s.L-1 (IC 95%: -0.030, 0.357), respectivamente. (Ver Cuadro 3 y 4)

Por otro lado, en el grupo de madres suplementado con DHA se observé una inte-
raccion significativa (p<0.10) entre las concentraciones en escala logaritmica de los
metabolitos Ln(MECPP), Ln(MEHHP), Ln(MEOHP), Ln(MEHP) y Ln(BPA) y la re-
sistencia y reactancia a frecuencia 6 Hz. En promedio la Rrs6 de los nifios disminuy6
significativamente cuando sus madres tomaron suplementos de DHA durante el em-
barazo. En cambio, en el grupo de nifios cuyas madres recibieron placebo durante esta
etapa, el decremento fue minimo y no significativo o nulo. En el caso de la reactancia,
se identifico este mismo efecto, pero de manera inversa, es decir, la reactancia se
increment6 en el grupo que tomd DHA, mientras que en el grupo que tomo placebo
la reactancia no se increment6 o el incremento fue minimo. Al parecer, el efecto del
DHA contrarresta el efecto negativo de los ftalatos sobre la medicion de la resistencia.
(Ver Figura 2)

Las Rr 20 y Rx20 no mostraron cambios significativos relacionados con los suplemen-
tos del DHA o placebo y las concentraciones de los compuestos quimicos. (Datos no

mostrados)

Discusion

Observamos que la funciéon pulmonar (resistencia y reactancia) de los nifos cuyas
madres recibieron DHA durante el embarazo no se afectd de manera significativa al
aumentar los niveles de ftalatos, mientras que los nifios cuyas madres tomaron place-
bo mostraron una disminucién en la funcion pulmonar al incrementarse los metaboli-
tos, aunque sin llegar a tener significancia estadistica. Por el contrario, los suplemen-
tos de DHA no tuvieron un efecto positivo directo sobre la Rrs y Rxs de los nifios. Lo
anterior probablemente se deba a que la dosis de DHA suplementario fue baja (400
mg por dia) y no se continu6 con la suplementacion durante la lactancia, como se ha

hecho en otros estudios.

La afectacion de la funcion pulmonar a frecuencias bajas en el grupo de nifios cuya
madres recibieron placebo podria deberse a un dafio a nivel de vias respiratorias ba-
jas y/o de parénquima pulmonar (28) causado por la exposicion a Di(2-EthylHexyl)
(DEHP) que podria haber afectado de manera no significativa el crecimiento del pul-

mon o su desarrollo (33).

Estudios realizados con ratas han mostrado que la exposicion a dosis altas de DEHP
induce restriccion en el crecimiento intrauterino, alteraciones en la maduracion pul-
monar ( evidenciada por la disminucion del tejido alveolar y/o el aumento de la proli-
feracion de tejido intersticial pulmonar), y reduccion de la superficie de intercambio
gaseoso, sobre todo en etapas del desarrollo posnatal (34-36). Asimismo, estudios en
humanos han reportado que la exposicion a estas sustancias quimicas pudieran au-
mentar los niveles de células inflamatorias, incluidos eosinofilos, linfocitos y neutrofi-
los en el pulmén y en el liquido broncoalveolar y provocar irritacion aguda de las vias
respiratorias y un aumento en el numero de macrofagos en el liquido broncoalveolar,
(37-39).

En nuestro estudio solo los metabolitos que provienen del ftalato DEHP mostraron
un efecto sobre la funcidon pulmonar en los nifios, probablemente porque el DEHP es
de cadena larga, lo que favorece que la excrecion sea mds lenta ya que solo se excreta
el 10% de una dosis oral del metabolito monoéster simple (40). Asimismo, algunos
estudios han sugerido que la placenta no funciona como barrera para el metabolito
primario MEHP, lo cual le permite llegar hasta la circulacion sanguinea del feto en
desarrollo y provocar sufrimiento fetal, pues este metabolito se ha encontrado en el

meconio (41). El MEHP llega al intestino de feto a partir de la semana 12 de gestacion
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a través de la secrecion de bilis y/o la ingestion fetal de liquido amniotico. El MEHP es
un biomarcador de exposiciéon a DEHP a largo plazo y se ha observado que desencade-
na la liberacion citocina proinflamatoria TNF-alfa e inicia una posible diferenciacién
hacia macrofagos tipo M2 (antiinflamatorios) (42) y un incremento en las especies re-
activas de oxigeno (reactive oxygen species, ROS) que puede inducir estrés oxidativo
en células placentarias y apoptosis que termina con complicaciones en el embarazo o

con predisposiciones a enfermedades a largo plazo como el asma (43,44).

Las vias por las cuales el DHA actia como antiinflamatorio no son del todo claras.
Algunos autores sefialan que el DHA eleva las citoquinas Th2, IL5 y IL.13, mientras
disminuye el estrés oxidativo a través de los niveles de F-isoprostano (45). Otros auto-
res consideran que da lugar a un cambio epigenético que se ve reflejado en el sistema
inmune en etapas posteriores al nacimiento cuando la dieta materna incluye DHA
(20,46).

Como antecedente tenemos un estudio en esta poblacion que se realizé a partir de
una submuestra de 130 mujeres de cada grupo (placebo vs DHA) con el propdsito
de evaluar el efecto de la suplementacion prenatal de DHA sobre la modulacion los
estados epigenéticos en el sistema inmune del bebé. El estudio encontré que el DHA
equilibraba la metilacién del ADN de los sitios del promotor de IL-13 e IFN-y en las
células mononucleares de la sangre del cordon umbilical. La metilacion del gen IL-13
bajo se compensd con una baja metilacion del locus IFN-y (46). Esto indica que los
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-3 como el DHA en la dieta materna
puede tener un impacto en el resultado inmunologico del lactante que se reflejan en
etapas posteriores de su vida a través de la induccion de cambios epigenéticos. Los
autores de este estudio concluyeron que la suplementaciéon materna con DHA durante
el embarazo puede modular los niveles de metilacion global y el equilibrio Th1/Th2
en los bebés (46).

Nuestro estudio tiene las ventajas propias de un ensayo clinico doble ciego aleatori-
zado; las madres nunca supieron a qué grupo pertenecian y la poblacion madre-hijo
involucrada en este trabajo conserva la aleatorizacion; las caracteristicas basales fue-
ron similares en ambos grupos (placebo vs DHA). Esto garantiza la validez interna del
estudio. Otra ventaja es que el seguimiento a los ninos se mantuvo hasta los 9 afios,
lo cual permitié observar el comportamiento de las mediciones antropométricas, la

funcion pulmonar y el registro de sintomas respiratorios de los tltimos 15 dias previos

a la aplicacion de las pruebas de funcion pulmonar de los nifios. Como limitaciones
estan la perdida de nifios durante el seguimiento, (no mostraban caracteristicas di-
ferentes a los que permanecieron); registramos en promedio 3 mediciones por nifio,
cuando el seguimiento de la funciéon pulmonar inicio a los 3 afios de edad; la medicion
de la exposicion a ftalatos y BPA solo se pudo realizar en una submuestra de 290 de las
1094 mujeres que participaron al inicio, dado el alto costo del analisis y no contaban

con mediciones posteriores al nacimiento.

Conclusiones

Con nuestros resultados se evidencia que la exposicion a ftalatos durante el embarazo
tiene un efecto negativo en la funcién pulmonar del nifio y que este efecto se puede
contrarrestar administrando a la madre suplementos del DHA durante el embarazo.
Es conveniente estudiar los efectos de dosis mas altas de DHA en el embarazo, evaluar
su efecto protector cuando se administra durante la lactancia y evaluar estos metabo-

litos durante la primera infancia.

Referencias Bibliograficas

1. Dentzer S. Embarking On A New Course: Environmental Health Coverage. Health
Aff (Millwood). el 1 de mayo de 2011;30(5):810-810.

2. Romano-Mozo. Disruptores endocrinos. Nuevas respuestas para nuevos retos. Ins-
tituto Sindicasl de Trabajo, Ambiente y Salud (ISTAS). Madrid, Espafa; 2012.

3. Scsukova S, Rollerova E, Bujnakova Mlynarcikova A. Impact of endocrine disrup-
ting chemicals on onset and development of female reproductive disorders and
hormone-related cancer. Reprod Biol. diciembre de 2016;16(4):243—54.

4. Prusinski L, Division of Translation Research, Department of Obstetrics and Gy-
necology, Augusta University, Medical College of Georgia, Augusta, GA, USA, Yang
Q, Division of Translation Research, Department of Obstetrics and Gynecology,
Augusta University, Medical College of Georgia, Augusta, GA, USA. Developmen-
tal Exposure to Endocrine Disrupting Chemicals Alters the Epigenome: Identifi-
cation of Reprogrammed Targets. Gynecol Obstet Res - Open J. el 29 de julio de
2016;3(1):1-6.

5. Yang Q, Diamond MP, Al-Hendy A. Early Life Adverse Environmental Exposu-
res Increase the Risk of Uterine Fibroid Development: Role of Epigenetic Regu-
lation. Front Pharmacol [Internet]. el 1 de marzo de 2016 [citado el 14 de mar-
zo de 2018];7. Disponible en: http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/
fphar.2016.00040

N
o
>
=
Z

<

109



N
o
>
=
Z

<

110

6. Meeker JD, Hu H, Cantonwine DE, Lamadrid-Figueroa H, Calafat AM, Ettinger AS,
et al. Urinary Phthalate Metabolites in Relation to Preterm Birth in Mexico City.
Environ Health Perspect. octubre de 2009;117(10):1587-92.

7. Minatoya M, Araki A, Miyashita C, Ait Bamai Y, Itoh S, Yamamoto J, et al. Asso-
ciation between prenatal bisphenol A and phthalate exposures and fetal metabolic
related biomarkers: The Hokkaido study on Environment and Children’s Health.
Environ Res. febrero de 2018;161:505-11.

8. Wu H, Ashcraft L, Whitcomb BW, Rahil T, Tougias E, Sites CK, et al. Parental
contributions to early embryo development: influences of urinary phthalate and
phthalate alternatives among couples undergoing IVF treatment. Hum Reprod [In-
ternet]. el 7 de diciembre de 2016 [citado el 14 de marzo de 2018]; Disponible
en:  https://academic.oup.com/humrep/article-lookup/doi/10.1093 /humrep/
dew301

9. Dobrzysaska MM. Phthalates - widespread occurrence and the effect on male ga-
metes. Part 1. General characteristics, sources and human exposure. Rocz Panstw
Zakl Hig. 2016;67(2):97-103.

10. Koch HM, Lorber M, Christensen KLY, Pilmke C, Koslitz S, Briining T. Identifying
sources of phthalate exposure with human biomonitoring: Results of a 48h fasting
study with urine collection and personal activity patterns. Int ] Hyg Environ Heal-
th. noviembre de 2013;216(6):672—-81.

11. Casas L, Fernandez MF, Llop S, Guxens M, Ballester F, Olea N, et al. Urinary con-
centrations of phthalates and phenols in a population of Spanish pregnant women
and children. Environ Int. julio de 2011;37(5):858-66.

12. Gascon M, Casas M, Morales E, Valvi D, Ballesteros-Gomez A, Luque N, et al. Pre-
natal exposure to bisphenol A and phthalates and childhood respiratory tract infec-
tions and allergy. J Allergy Clin Immunol. febrero de 2015;135(2):370-378.e7.

13. Ku HY, Su PH, Wen H]J, Sun HL, Wang CJ, Chen HY, et al. Prenatal and Postnatal
Exposure to Phthalate Esters and Asthma: A 9-Year Follow-Up Study of a Taiwanese
Birth Cohort. Chen Y-C, editor. PLOS ONE. el 13 de abril de 2015;10(4):e0123309.

14. Li M-C, Chen C-H, Guo YL. Phthalate esters and childhood asthma: A syste-
matic review and congener-specific meta-analysis. Environ Pollut. octubre de
2017;229:655-60.

15. Vernet C, Pin I, Giorgis-Allemand L, Philippat C, Benmerad M, Quentin J, et al. In
Utero Exposure to Select Phenols and Phthalates and Respiratory Health in Five-
Year-Old Boys: A Prospective Study. Environ Health Perspect [Internet]. el 8 de
septiembre de 2017 [citado el 14 de marzo de 2018];125(9). Disponible en: http://
ehp.niehs.nih.gov/EHP1015

16. Hoppin JA, Jaramillo R, London §J, Bertelsen R]J, Salo PM, Sandler DP, et al. Ph-
thalate Exposure and Allergy in the U.S. Population: Results from NHANES 2005-
2006. Environ Health Perspect [Internet]. el 25 de junio de 2013 [citado el 14 de
marzo de 2018]; Disponible en: http://ehp.niehs.nih.gov/1206211/

17. Kimber I, Dearman RJ. An assessment of the ability of phthalates to influence im-
mune and allergic responses. Toxicology. mayo de 2010;271(3):73-82.

18. Norbick D, Wieslander G, Nordstrom K, Wilinder R. Asthma symptoms in re-
lation to measured building dampness in upper concrete floor construction, and
2-ethyl-1-hexanol in indoor air. Int J Tuberc Lung Dis Off J] Int Union Tuberc Lung
Dis. noviembre de 2000;4(11):1016-25.

19. Strassle PD, Smit LAM, Hoppin JA. Endotoxin enhances respiratory effects
of phthalates in adults: Results from NHANES 2005-6. Environ Res. abril de
2018;162:280-6.

20. Willemsen LEM. Dietary n-3 long chain polyunsaturated fatty acids in allergy pre-
vention and asthma treatment. Eur J Pharmacol. agosto de 2016;785:174-86.

21. Lumia M, Luukkainen P, Tapanainen H, Kaila M, Erkkola M, Uusitalo L, et al. Die-
tary fatty acid composition during pregnancy and the risk of asthma in the offs-
pring: Maternal fatty acids and asthma in the offspring. Pediatr Allergy Immunol.
diciembre de 2011;22(8):827-35.

22. Sausenthaler S, Koletzko S, Schaaf B, Lehmann I, Borte M, Herbarth O, et al. Ma-
ternal diet during pregnancy in relation to eczema and allergic sensitization in the
offspring at 2 y of age. Am J Clin Nutr. febrero de 2007;85(2):530-7.

23. Miyake Y, Tanaka K, Okubo H, Sasaki S, Arakawa M. Maternal fat intake during
pregnancy and wheeze and eczema in Japanese infants: the Kyushu Okinawa Ma-
ternal and Child Health Study. Ann Epidemiol. noviembre de 2013;23(11):674—80.

24. Dunstan JA, Mori TA, Barden A, Beilin L], Taylor AL, Holt PG, et al. Maternal fish
oil supplementation in pregnancy reduces interleukin-13 levels in cord blood of
infants at high risk of atopy. Clin Exp Allergy J Br Soc Allergy Clin Immunol. abril
de 2003;33(4):442-8.

25. Furuhjelm C, Warstedt K, Fagerds M, Filth-Magnusson K, Larsson J, Fredriksson
M, et al. Allergic disease in infants up to 2 years of age in relation to plasma omega-3
fatty acids and maternal fish oil supplementation in pregnancy and lactation: Fish
oil and allergy in infants. Pediatr Allergy Immunol. agosto de 2011;22(5):505-14.

26.Ramakrishnan U, Stein AD, Parra-Cabrera S, Wang M, Imhoff-Kunsch B, Juarez-Mar-
quez S, et al. Effects of Docosahexaenoic Acid Supplementation During Pregnancy
on Gestational Age and Size at Birth: Randomized, Double-Blind, Placebo-Contro-
lled Trial in Mexico. Food Nutr Bull. junio de 2010;31(2_suppl2):S108-16.

N
o
>
=
Z

<

111



N
o
>
=
Z

<

112

27. Beydon N, Davis SD, Lombardi E, Allen JL, Arets HGM, Aurora P, et al. An official
American Thoracic Society/European Respiratory Society statement: pulmonary
function testing in preschool children. Am J Respir Crit Care Med. el 15 de junio
de 2007;175(12):1304—45.

28. Brashier B, Salvi S. Measuring lung function using sound waves: role of the for-
ced oscillation technique and impulse oscillometry system. Breathe. marzo de
2015;11(1):57-65.

29. Shackleton C, Barraza-Villarreal A, Chen L, Gangell CL, Romieu I, Sly PD. Rangos
de referencia en nifios preescolares mexicanos con el empleo de la técnica de osci-
lacion forzada. Arch Bronconeumol. agosto de 2013;49(8):326-9.

30. Barr DB, Wilder LC, Caudill SP, Gonzalez AJ, Needham LL, Pirkle JL. Urinary
creatinine concentrations in the U.S. population: implications for urinary biologic
monitoring measurements. Environ Health Perspect. febrero de 2005;113(2):192—
200.

31. WHO Multicentre Growth Reference Study Grupo. WHO Child Growth Stan-
dards: Methods and development. Geneva: World Health Organization; 2006. 312
p.

32. Singer JD, Willett JB. Applied Longitudinal Data Analysis: Modeling Change and
Event Occurrence. Oxford University Press; 2003.

33. Paredi P, Goldman M, Alamen A, Ausin P, Usmani OS, Pride NB, et al. Comparison
of inspiratory and expiratory resistance and reactance in patients with asthma and
chronic obstructive pulmonary disease. Thorax. el 1 de marzo de 2010;65(3):263—
7.

34. Chen S-Q, Chen J-N, Cai X-H, Chen G-R, Gao Y, Ge R-S, et al. Perinatal exposure
to di-(2-ethylhexyl) phthalate leads to restricted growth and delayed lung matu-
ration in newborn rats. ] Perinat Med [Internet]. el 1 de enero de 2010 [citado el
6 de marzo de 2018];38(5). Disponible en: https://www.degruyter.com/view/j/
jpme.2010.38.issue-5/jpm.2010.083/jpm.2010.083.xml

35. Magliozzi R, Nardacci R, Scarsella G, Di Carlo V, Stefanini S. Effects of the plasti-
ciser DEHP on lung of newborn rats: catalase immunocytochemistry and morpho-
metric analysis. Histochem Cell Biol. el 1 de julio de 2003;120(1):41-9.

36. Rosicarelli B, Stefanini S. DEHP effects on histology and cell proliferation in lung
of newborn rats. Histochem Cell Biol. abril de 2009;131(4):491-500.

37. Deutschle T, Reiter R, Butte W, Heinzow B, Keck T, Riechelmann H. A Controlled
Challenge Study on Di(2-ethylhexyl) Phthalate (DEHP) in House Dust and the
Immune Response in Human Nasal Mucosa of Allergic Subjects. Environ Health
Perspect. el 7 de julio de 2008;116(11):1487-93.

38. Hansen JS, Larsen ST, Poulsen LK, Nielsen GD. Adjuvant effects of inhaled mo-
no-2-ethylhexyl phthalate in BALB/cJ mice. Toxicology. marzo de 2007;232(1—
2):79-88.

39. Larsen ST, Hansen JS, Hammer M, Alarie Y, Nielsen GD. Effects of mono-2-ethyl-
hexyl phthalate on the respiratory tract in BALB/c mice. Hum Exp Toxicol. no-
viembre de 2004;23(11):537-45.

40. Johns LE, Cooper GS, Galizia A, Meeker JD. Exposure assessment issues in epide-
miology studies of phthalates. Environ Int. diciembre de 2015;85:27-39.

41. Li L-X, Chen L, Meng X-Z, Chen B-H, Chen S-Q, Zhao Y, et al. Exposure Levels
of Environmental Endocrine Disruptors in Mother-Newborn Pairs in China and
Their Placental Transfer Characteristics. Sun Q, editor. PLoS ONE. el 7 de mayo de
2013;8(5):62526.

42. Kocbach Bolling A, Ovrevik J, Samuelsen JT, Holme JA, Rakkestad KE, Mathisen
GH, et al. Mono-2-ethylhexylphthalate (MEHP) induces TNF-] release and ma-
crophage differentiation through different signalling pathways in RAW264.7 cells.
Toxicol Lett. febrero de 2012;209(1):43-50.

43. Franken C, Lambrechts N, Govarts E, Koppen G, Den Hond E, Ooms D, et al.
Phthalate-induced oxidative stress and association with asthma-related airway in-
flammation in adolescents. Int ] Hyg Environ Health. abril de 2017;220(2):468-77.

44. Meruvu S, Zhang J, Bedi YS, Choudhury M. Mono-(2-ethylhexyl) phthalate indu-
ces apoptosis through miR-16 in human first trimester placental cell line HTR-8/
SVneo. Toxicol In Vitro. marzo de 2016;31:35—42.

45. D’Vaz N, Meldrum SJ, Dunstan JA, Lee-Pullen TF, Metcalfe J, Holt BJ, et al. Fish oil
supplementation in early infancy modulates developing infant immune responses.
Clin Exp Allergy. agosto de 2012;42(8):1206-16.

46. Lee H-S, Barraza-Villarreal A, Hernandez-Vargas H, Sly PD, Biessy C, Ramakri-
shnan U, et al. Modulation of DNA methylation states and infant immune system
by dietary supplementation with w-3 PUFA during pregnancy in an intervention
study. Am J Clin Nutr. el 1 de agosto de 2013;98(2):480-7.

N
o
>
=
Z

<

113



Cuadro 1. Caracteristicas de la poblacion de estudio

: - Variables Grupo de tratamiento
Variables GTTDCEUTIEED Placebo | DHA Total
Placebo :DHA Total i
87(473%) ...... 97(527%) ........... 184(100%) ........ Caracteristicas de la madre
Caracteristicas del nifio . (204 l70) o JORNIIN) . Edad de la madre, afios [Media (DE))] 25.8(4.7) 26.2(5.0) §26.0(4.9)
Sexo masculino (%) 44(50.6)  53(54.6)  97(52.7) IMC de la madre [Media (DE))] 26.4(49)  260(42)  262(4.5)
Perfodo de gestacion, semanas [Media (DE)] 39.3(2.0)  38.8(1.9)  :39.1(1.9) Sobrepeso, IMCI>25 47(540)  57(588)  1104(56.)
Peso al nacer, kg [Media (DE))]| 3.2(0.4) 3.2(0.4) 32(04) ............ Educacion de la madre(%)
Talla al nacer, cm [Media (DE))] 50.6(1.9) 50.3(2.4) 505(22) .......... Secundaria o mas 51(58.6) 52(53.6) 103(56.0)
Bajo peso al nacer, <2500g (%) 14(16.1) 18(18.6) 32(17.4) Estado socioeconomico (%)
Orden de nacimiento, primer nacimiento (%) 25(287) ~ 28(289)  53(288) Bajo 34(301)  30(309) | 64(34.8)
E i d¢ [pario, aestiien () SELDIINSGLeNE 98633 Medio 30345)  36(371)  66(35.9) E
2 foe;n;rl?éif,} [gliz/[s;;o(r;;)r)r;omento de la alea- 20.4(2.0) 20.3(1.9) 20.3(1.9) Alté'l 0 23(26.4) 31(32.0) 54(29.4) 2
Lactancia exclusive durante los primeros 6 37(42.5) 37(38.1) 74(402) .......... Atopia materna (%) 22E60) 28(29.8) §50(28'3)
meses Alguien fuma en casa (%) 31(35.6) 38(39.2)  :69(37.5)
Sintomas en los dltimos 15 dias, [ Nifios (%), DHA = Acido docosahexaenoico; IMC = Indice de Masa Corporal; IgE = Inmunoglobulina E
Episodios (%)]
Tos 24(40.7),  23(35.4), 47(37.9),
312000 320209)  63(294)
Tos seca 6(10.0), 5(7.7), 11(8.8),
6(5.6) 5(4.7) 111
Tos con flema y congestion nasal 19(21.8), 21(21.7), 40(21.7),
25(7.2) 25(6.6) 50(69)..........
Tos con infeccion en la garganta 37(42.5), 31(32.0), 68(370), """""""""
54(155)  38(10.0)  92126)
Sibilancias 4(16) ) 8(44) ...................
6(1.7) 5(1.3) 111(1.5)
Diagnostico de asma 9(10.3), 3(3.1), 12(65), ............
14(4.0) 4(1.1) 18(2.5)
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to y bisfenol A en muestras de orina de mujeres embarazadas.

Cuadro 2. Concentraciones promedio (en ug/g de creatinina) de metabolitos de ftala-

Metabolito Placebo, n=87 DHA, n=97 Total
de ftalatoy | Mediana Mediana Mediana
. P5 - P95 P5 - P95 P5 - P95
Bisfenol A : (P25, P75) (P25, P75) (P25, P75)
2.9(1.3,
MCPP 6.8) (0.5-25.8) :2.7(1.2,5.2) i(0.4-31.3) :2.8(1.4,6.0) :0.5-21.8
103.2 100.2 106.5
(10.4 - (7.4 -
MEP (32.2, (33.3, (32.2, 7.5-1433.9
1433.9) 1785.1)
376.2) 278.0) 376.2)
£45.6(26.5, :(8.0- 146.5(15.6, (3.3- :
125.6) 667.5) 99.0) 452.1)
£37.2(17.0, i(4.5- £30.9(10.4, i(1.3- £37.2(13.3,
MEHHP i2.2-511.4
:97.3) :516.8) :101.7) :354.9) :114.5)
£19.0(8.5, £17.2(7.0, £(1.0-
MEOHP {(2.4-289) i £19.4(7.0,52.3) i 1.2 — 219.0
:46.5) :52.3) :165.1)
139(19, |
MEHP 10.0) :(0.6-63.3) {3.4(1.8,8.5) ((0.3-42.2) {3.6(1.8,9.6) i0.4-57.1
1845(36.0, (13.6-  179.5(23.4, (24- 1845(362, |
MnBP 6.9 -775.6
£ 172.6) :530.9) 1 218.6) :1019.5) £ 194.8)
_ 16.9(2.7, | 6.4(2.9,
MiBP 1 (0.5-65.9) i :(0.4-69.8) :6.5(2.7,16.2) :0.5-65.9
:16.9) :13.6)
112.2(4.1, ! £10.1(4.1, (0.8 —
MBzP 1 (1.0-207) i 11.0(4.0, 31.8) i 1.0 — 121.0
134.4) :31.8) £143.0)
123(1.2, i
BPA 6.0) :(0.4-20.3) 12.2(0.7,4.7) :(02-12.6) {2.3(1.1,5.0) :0.2-15.8

Figura 1. Seguimiento de resistencia y reactancia a frecuencia 6 y 20 Hz por grupo de

suplementos y edad.
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Cuadro 3. Efecto de los ftalatos en la resistencia a 6 Hz (hPa.s.L-1) por grupo de tra-

tamiento
Metabolito Placebo DHA Global
deftalato /  (N=87,n=361) . (N=97,n=395)  : (N=184,n=756) i ""alr

BPA Coef1c1ente (IC95%) P Valor Coeficiente (IC95%) P Valor Coef1c1ente (IC95%) P Valor

Ln(MCPP) 0.06(-0.184, 10630 | -0241(-0.534 : 0108 i -0.096(-0.288, & 0328 0103
0.303) : 0.053) : 0.096) ‘
Grupo, DHA | 0.018(-0.452,  0.940

0.488)

joosorsrcanes 3 DT S PP PP PP

£0.603 i 0.005(-0.138, 0941} 0.317
f : 0.149)

0.022(-0.448, : 0.926 :

2

0.412)
Ln(MEOHP) 0.019(-0.193, : 0.863 i -0.271(-0.489, : 0.015 i -0.146(-0.3, i 0.065 : 0.055
0.231) -0.053) 0.009)
: : : i -0.027(-0.497, i 0.909 i
0.442)

0.107(-0.104, 0320 0.252(-0.485, i 0.034 i -0.081(-0.242, : 0.324 : 0.025
: 0.317) -0.019) 0.08) § §
: : : : i -0.012(-0.486, :
0.462)

0.132(-0.13, 0323 ¢ -0.271(-0.491, i 0.016 i -0.136(-0.305,
............... 0 395)005) P.....0034)
: i -0.008(-0.477,
....................................................... ... 0461)
........................................... ga.to.c.to.c.to.a§a..c..c..0.'0.'0.'0.'0.'0.'0.'0.'0.00.0. A A A L L |
0.113(-0.121, ; 0.344 | -0.063(-0.315,  0.625 : 0.014(-0.16,
0.347) 0.189) 0.189)
: : : i 0.023(-0.448,
i i i i 0. 494) i i
Ln(BPA) P 0.124(-0.124, 0328 -0.163(-0.436, : 0.243 i -0.035(-0.22, i 0.713 i 0.092
0.372) 0.11) 0.151)
Grupo, DHA : : : ©0.011(-0.463, i 0.965 :
0.484) :

# Interaccion entre los metabolitos de los ftalatos o el BPA y el grupo de suplemen-
tacion (1 = placebo y 2 = DHA). Todos los modelos fueron ajustados para alguien
en el hogar fuma en casa, lactancia exclusiva a los 6 meses, sexo, para cada visita el

puntaje z de altura para la edad y el tiempo de seguimiento.

Cuadro 4. Efecto de los ftalatos sobre la reactancia a 6 Hz (hPa.s.L-1) mediante tra-

tamiento
Metabolito Placebo DHA Global
de ftalato /: | (N......?Z..R...?’?Q ........... .. N=96,n=352) ; .......... (N=183, n=678)
BPA Coeficiente (95%CI) { P valor | Coeficiente (95%CI) i Pvalor i Coeficiente (95%CI) : P valor

Ln(MCPP)

-0.146(-0.548, 0.477

Inte-

raccion
P valor

0.256)
Ln(MEOHP) : 0.006(-0.196,0.184) i 0.949 i 0.17(-0.012,0.352) i 0.067 i 0.097(-0.036, 0.229) i 0.152 0.160
Grupo, DHA -0.166(-0.568 0.419
0.236)
Ln(MEHP) -0.102(-0.291 0.289 i 0.164(-0.03,0.357) i 0.098 : 0.037(-0.101,0.174) i 0.602 0.048
0.087)
Grupo, DHA -0.184(-0.59, 0.221) i 0.373
Ln(MBP) 0.006(-0.234, 0.246) i 0.961 : 0.149(-0.038,0.336) i 0.119 i 0.097(-0.05, 0.244) : 0.196 0.332
Grupo, DHA -0.178(-0.578 0.385
0.223)
Ln(MiBP) -0.007(-0.219 0.947 $0.028(-0.182,0.238) i 0.792 i 0.012(-0.137,0.162) i 0.871 0.786
0.205)
-0.198(-0.6, 0.205) i 0.336
Ln(BPA) -0.238(-0.454 0.031 :0.014(-0.215,0.243) i 0.905 -0.095(-0.253 0.238 0.112
-0.021) 0.063)
.................................. SO dotoutor OO OO OOE 00F OO PO T OOOS P OUR TSRO SUSOUPTSRRUIOE PSPPSR vosbebusos- SNRUOTTEIINS SOOOPPTIROOTONN SRS
Grupo, DHA -0.229(-0.633, i 0.266 :

0.175)
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# Interaccion entre los metabolitos de los ftalatos o el BPA y el grupo de suplementa-

cion (1 = placebo y 2 = DHA). Todos los modelos fueron ajustados para alguien en el

y

hogar fuma en casa, lactancia exclusiva a los 6 meses, sexo, para cada visita el puntaje

z de altura para la edad y el tiempo de seguimiento.

Figura 2. Interacciones entre grupo de suplemento y metabolito de ftalato.
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CONCORDANCIA ENTRE LOS VALORES
DE REFERENCIA DEL INER Y LOS DEL
PRESENTE ESTUDIO

Para poder evaluar el grado de error presente en las mediciones oscilométricas utiliza-
mos el coeficiente de correlacion de concordancia (CCC) suponiendo como estindar
de oro los valores de referencia generados a partir de las ecuaciones propuestas por
investigadores del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) (Gochi-
coa-Rangel et al. 2015). El coeficiente de correlacion de concordancia de Lin, se ha
propuesto como la mejor medida de concordancia para dos métodos de medicion de la
misma caracteristica que toma valores continuos, considerando la fuerza de acuerdo
entre ellas. El acuerdo perfecto estaria indicado por todos los datos que se encuentran
exactamente en la linea 1: 1, por lo que considera la cercania a esta linea perfecta y a
la variabilidad de los valores observados, es decir, combina una medida de precision
dada por el coeficiente de correlacion y otra de exactitud representada por el coefi-
ciente de correccion de sesgo (Lin 1989; Lin L 2000; McBride GB 2005; Cortes-Reyes
E, Rubio-Romero, y Gaitan-Duarte H 2010; Song Jingli y Haber Michael 2002).

A partir de las ecuaciones propuestas por la Dra. Gochicoa y colaboradores del INER
(Gochicoa-Rangel et al. 2015), se generaron valores de referencia para nuestra po-
blacion de estudio con el propdsito de contrastarlos con los predichos por el modelo
propuesto en el presente estudio (modelo mixto con intercepto aleatorio) para eva-
luar las curvas de crecimiento pulmonar de nuestros nifios en el rango de 3 a 9 afios
de edad. Se utilizaran las resistencias y reactancias a frecuencia 6 por ser la frecuencia
en donde sobresalen los resultados finales de nuestro trabajo y los mas proximos a la

frecuencia 5, uno de los reportados por INER.

Las ecuaciones propuestas por INER para calcular los valores de referencia de Rr5 y

Xr5 para nifios y adolescentes sanos por sexo son:
Para Nifos (masculino)

Y= (-0.636"X )+(99.506*X,_, ) +0.443

tallacm

log10(edada)

Y, = (0.228*X )+(—46.787*X( P ) - 0.068

tallacm

log10(edada)

Para Nifas (femenino)

Y, .= (-0.736*X )+(78.861*X( L) +0.702

tallacm )

log10(edada)

Y, = (0.309*X )+(-42.906*X 1) - 0.185

log10(edada) tallacm )
Enla Figura 1, se presentan los valores predichos de resistencia y reactancia a frecuen-
cia 5y 6, los calculados a partir de las ecuaciones del INER (Rr5 y Xr5) y los genera-

dos a partir del modelo propuesto en el presente estudio (Rr6 y Xr6).

Previo al calculo del CCC, se seleccion¢ aleatoriamente una medicion de resistencia y
reactancia a frecuencia 5 y 6 por nifio (n=811) con la intenciéon de asegurar indepen-

dencia entre las observaciones.

En las graficas donde se compara el grado de acuerdo entre los valores Rr5 (estindar
de oro) y Rr6 con respecto la linea de concordancia perfecta se puede observar la
presencia de un sesgo ascendente constante, solo se visualiza un desplazamiento con
pequenas variaciones aleatorias, error sistematico. Los valores de Rr5 no concuerdan
con los valores de Rr6, en menor y mayor medida, e caso mas extremo se lo tienen
los nifios en la reactancia y resistencia. En el caso de la Rrs en nifios y nifias, el limite
inferior del CCC (Lipc) fue 0.839y 0.769, respectivamente, por lo que se considera una
pobre fuerza de concordancia (Lz‘Pc <0.90) mientras que en la reactancia en ambos se-
x0s esta fue escasa, aunque la precision en todos los casos fue del 99%, es importante
resaltar que esta medida no considera magnitud ni escala de medicion. (Ver Cuadrol
y 2; Figura 2.1y 3.1)

En el grupo de los nifios, el promedio de las diferencias entre los valores de resis-
tencia fue de -1.0+0.3 hPa.s.L-1 y en las ninas de -1.3+0.3 hPa.s.L.-1, con respecto a
las reactancias estas diferencias promedio fueron de 1.5+0.1 en nifos y 1.4+0.1 en
ninas, al igual en todas se puede apreciar que se no se trata de un error aleatorio sino
sistematico, nos limitamos a describir las diferencias y no presentamos los limites de
confianza dado que no se cumplio con el supuesto de homogeneidad de varianza ni el

de normalidad en las diferencias. (Ver Cuadrol y 2; Figura 2.1y 3.1)
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Figura 1. Valores predichos de Rr5 y Rr6 Cuadro 1. En nifios, medidas de reproducibilidad, precision y exactitud entre medidas

oscilometricas a frecuencia 5 y 6 Hz proveniente de 2 fuentes*
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Figura 2. Concordancias y diferencias entre los valores de reactancia y resistencia en nifios
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Cuadro 2. En ninas, medidas de reproducibilidad, precision y exactitud entre medidas

oscilométricas a frecuencia 5y 6

Hz proveniente de 2 fuentes*

3

Diferencia promedio

(Desviacion Estandar)

Diferencia promedio

(Desviacion Estandar)

Medida de precision= p,

(0.392,
0.463)
. 0990

0.432

1.348 (0.133)

Medida de exactitud=Cs

* Mediciones de Rr5 y Xr5 provenientes del INER y, Rr6 y Xr6 del presente estudio.
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Figura 3. Concordancias y diferencias entre los valores de reactancia y resistencia en ninas Referencias
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ESTIMACIONES Y PREDICCIONES

Este parte se incluye con la intencion de comparar los diferentes resultados de las
medidas oscilométricas realizadas, solo abordaremos el caso de resistencia a frecuen-
cia 6 Hz (Rr6). Por lo que en el Cuadro A1 se presentan los resultados de diferentes

modelos:

1.1. Modelo de componentes de varianza, 14.2% de la varianza total de las mediciones
de Rr6 esta representado por el nivel nifo (es decir, nivel 2) por lo que sugiere
incorporar en el modelo la parte aleatoria en la constante, intercepto aleatorio.

1.2. Modelo con intercepto aleatorio, modelo propuesto, considerando todas las obser-
vaciones (N=811). Se utiliz6 para describir las curvas de crecimiento pulmonar.

1.3. Modelo con intercepto aleatorio, modelo reducido (N=184), s6lo considera a los
ninos involucrados en el modelo final que evalta la relacion entre funcion pulmo-
nar y ftalatos.

1.4. Modelo con intercepto aleatorio, generado a partir de una simulaciéon con 1000

muestras de tamano 822.

Como se puede observar en el cuadro A1, las estimaciones de los coeficientes asocia-
dos al tiempo de seguimiento provenientes de las variantes de los modelos mixtos con
intercepto aleatorio presentados son muy parecidos. Una diferencia de 0.13 hPa.s.L-1
en los hombres con respecto a las mujeres se present6 al comparar el modelo propues-
to (N=811 sujetos) versus el modelo reducido que contempl6 182 nifios durante el se-
guimiento, otra fue identificada en el coeficiente asociado al percentil de la talla para

la edad pero en menor medida, resultados de la simulacion versus los otros modelos.

En la figura A1 se muestra el seguimiento de la Rr6 con respecto a la edad de los valo-
res observados y de los valores predichos a partir de un modelo mixto con intercepto
aleatorio que solo utiliza las mediciones de la primera etapa para la prediccion de los
valores de Rr6. Este modelo no se presenta en el cuadro A1y no se consideraron sus
estimaciones en la asociacion final del proyecto, funcion pulmonar y ftalatos, debido
a que se perdia la variabilidad de las observaciones de la segunda etapa. Por lo que se
pensd en una estrategia que permitiera captar la variabilidad de todas las observacio-
nes captadas durante el seguimiento, proponiendo una ponderacion en las mediciones
de la segunda etapa y posteriormente un modelo mixto con intercepto aleatorio “Mo-

delo propuesto”.
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En la figura A2, se presentan resultados de manera grafica de 2 modelos, el propuesto

y el reducido, con el objeto de compararlos de manera visual su similitud notada en

los nimeros del cuadro A1, la normalidad de los residuos, la tendencia y variabilidad

en el tiempo de las mediciones de Rr6 y como se controla esta tltima y las prediccio-

nes de Rr6 para diferentes edades en el tiempo e seguimiento.

Cuadro A1. Estimaciones de modelos mixtos para

. Modelo de compo-

resistencia a frecuencia 6 Hz (Rr6).

Modelo con intercepto aleatorio
nentes de Varlanza ;
...........................................
Estimador i Modelo propuesto Modelo reducido Simulacion
Valor Valor P Valor
i P valor i Pvalor | Valor(EE
(1C95%) VAT (aces%) | oyar ¢ (1C9s%) i AOTE A or(EE)
..................................................... e N  S——
N,n 811(2651) 811(2651) 184(756) i 811(3244)
n (min-max) : 3.7(1-6) 3.7(1-6) 4 1(1—6) 4
e eneeetteeaeeeaseasaasaanetonsaanns —— oo ee e neeanasonesonaaonta st esaneseneny , ................ T T LT I I NN , ...............................
B, 9.3(9.1, 9. 4) <0. 001 16.1(15.8, 16. 5) <0. 001 16.2(15.5, 16. 9) <0. 001 16.1(0.2)
Brooromasouin | L 16.1(15.8, 16. 5) 0. 007 0.48(:0.95,¢ 0. 045 - 0.32023)
-0.010) ¢ :
Bions ©-0.01(-0.01,- <0 001 -0.01(-0.02, 0. 002 -0.004(0.13)
................................... e SOOD 0D
< -0.08(-0.09, : : <0. 001 -0.08(-0.09, i <0. 001 -0.08(0.08)
0.08) | : 0.07)
....................... g.. .o.‘gc-q- .ogco.ao..o-.co.qo. seseee .‘-.0-.0.'0.'ga-a-.o.o.b.o.‘.c-q-.o.o.b.o.‘.o
Var(B) 1.6(1.2, 21) 1.7(14, 21) 1.3(0.8, 19
Var(e) 9.8(9.2, 10. 4) :  55(5.2,5. 8) i 53(47,5. 9)
ICC, % 1 14.2(10.9,18.3) | : : : : :

Mediciones observadas de la 12 etapa del estudio (3, 4 y 5 afios de edad) y ponderadas

de la 22 etapa (7,8 y 9 afios). zlenp= percentiles del z-score de la talla para la edad,

ICC=Correlacion intraclase. N=Sujetos, n=Mediciones y n= Promedio de mediciones

repetidas de Rr6 durante el seguimiento.

Figura A1. Observados versus predichos a partir de las mediciones de la primera eta-
pa (3, 4 y 5 afios de edad)
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Figura A2. Modelos mixtos para Rr6*
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* Mediciones observadas de la 12 etapa y ponderadas de la 22 etapa.

Residuos estandarizados

Rr6, hPa.s.L?1

-2+

o

T T

-2 0 2 4

Inverse Normal

(2.3)

Edad en meses

’+ Observados ——oe—— Ajustados: xb + Zu

Prediccion lineal (Rr6, hPa.s.L?1), parte fija

204

36

T T T T T T T T T

T T T T
48 60 72 84 96 108 120
Edad en meses

’ Girl Boy

(2.4)

134

1. Simulacion

A partir del modelo mixto con intercepto aleatorio, propuesto previamente para des-
cribir las curvas de crecimiento de funcion pulmonar se realizé una andlisis de simu-

lacion.

Y =Bty )+, %, 4B, %, B, X, 4t (M1)
Donde Yl.j es la respuesta, la Rr6; (8 0+u0j) es el intercepto especifico del nifo, X,; €8 la
covariable de sexo, x,; es la covariable de percentil del z-score de la talla para la edad,
B,x,, la correspondiente al tiempo (edad del nifio en meses) y €ij es el componente de

error especifico del tiempo.

La simulacion se realiz6 con el propoésito de evaluar el rendimiento del modelo (M1),
examinando el sesgo, la exactitud y la cobertura del coeficiente de regresion asociado
al tiempo de seguimiento, edad de los nifios en meses, derivado a que el proposito del
modelo era describir las curvas de crecimiento pulmonar. Los métodos lineales asu-
men una distribucion normal en la variable resultado y cuando esto no se cumple la

presencia de un sesgo en los parametros de regresion esta presente.

Se realiz6 un estudio de simulacion en el que se simularon 1000 situaciones del mode-
lo mixto con intercepto aleatorio, M1. Los parametros de M1, coeficientes y varianzas
(varianza del intercepto aleatorio y varianza residual), fueron considerados como ver-
daderos y la variable de respuesta distribuida normal. El andlisis de simulaci6on con-
sider6 4 mediciones (una de referencia y tres de seguimiento) en 811 nifios. El sesgo
estandarizado superior al 40% indica un impacto adverso en la eficiencia, cobertura
y tasas de error en la estimacion del parametro de interés, en nuestro caso el sesgo
obtenido fue minimo, 1.47%. Se considerd un intervalo de confianza al 95% por lo
que la cobertura ideal deberia tener un puntaje del 95%. Se observ6 una cobertura del
95.2%, por lo que no tenemos problemas de cometer erro tipo I ni II, en la estimacion
de pardmetro asociado al tiempo de seguimiento. Todos los andlisis fueron realizados
con STATA 14.
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Cuadro A2. Medidas de rendimiento para evaluar el coeficiente del tiempo (edad en

meses del nifio) en el modelo M1.

... Criterios de evaluacién = - oniiils e Yalor(BE)
Sesgo B-P -0.001(0.003)

Errorestindarempirico - EE®) o 00850002)
fsé(c)enta]e de sesgo estandari (EEE(%) ) 100 1.47

............ ’,33
Ef:ccﬁf)lon: Error cuadrético (/;, ) /)’)2+(EE([§))2 0.085(3.8¢-05)

Cobertura, % de veces queel
1C95% del coeficiente de regre- :
sién calculado, B, incluyo el ‘
coeficiente de regresion “ver-
dadero’, 3, en las 1000 simula-
ciones.

BxZ, ., EEB) 95.2(0.7)

B=el verdadero valor para la estimacion de interés. 322?:1%, B= numero de simulaciones.
f=estimador de interés dentro de cada uno de las i=1,2,...,B simulaciones. EE(f)= Error estén-
dar empirico del estimador de interés sobre todas las simulaciones. EE( ﬁi )= Error estandar de
estimador de interés dentro de cada simulaciéony Z , es el1-(a/2) cuantil dela distribu-
cion normal estandar.

1-(o2

Por tanto, consideramos que la validez externa de nuestro estudio se vio afectada por
la falta de potencia y no por el error de medicion que se cometié en las mediciones
de funcién pulmonar. Por tanto, la incertidumbre en los resultados obtenidos en la

asociacion entre ftalatos y funcion pulmonar esta presente.
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MODELOS DE CRECIMIENTO, PROPUESTAS
PARA CORREGIR UN SESGO EN LA MEDICION.

Antecedentes

La calidad de la informacién de cualquier estudio es determinante para la obtencion
de resultados y conclusiones validas. Por lo que extremar el cuidado de los procesos
de obtencion de informacion es determinante para minimizar el error en las medicio-

nes y de esta manera obtener resultados confiables.

El impacto de los errores esta asociado al momento en el que ocurren; por ejemplo,
durante la obtencion de datos el efecto es mayor, dado que en la mayoria de los casos
no se puede corregir. Sin embargo, cuando el error proviene de mediciones distorsio-
nadas en las que el tamafio y la direccion del error sistematico se conocen se puede
hacer frente al error. Una forma es la re-calibracion del equipo o instrumento de me-
dicion para la obtencién de los valores individuales y otra, la rectificacion mediante
meétodos estadisticos. Otro tipo de error es el sesgo de selecciéon que puede incluso
tener un mayor impacto, ya que al no controlarse, afecta tanto la validez interna como

la externa de un estudio. (1)

Los instrumentos de medicion y los métodos analiticos generalmente estan disefia-
dos para ser precisos y reproducibles cuando se utilizan en condiciones similares,
es decir, con el mismo protocolo. Dos posibles fuentes de diferencias sistematicas
que pueden ocurrir son el propio método de medicién / andlisis y la interferencia de
otras sustancias presentes en el entorno medido. La reduccion de estos errores en
la investigacion epidemiologica se puede realizar siguiendo las recomendaciones del
fabricante / laboratorio, calibrando el instrumento bajo las condiciones que se miden,
utilizando muestras blanco, y siguiendo otros procedimientos de control de calidad.
(1) Por ejemplo, en el caso de un equipo de laboratorio, puede haber cambios en la
precision en las mediciones en el tiempo cuando no se estandariza y no se recalibra
el equipo de laboratorio, es probable que se introduzcan datos a medida que avanza
el tiempo calendario. En estudios a largo plazo como el de una cohorte, el instrumen-
to utilizado para la medicién puede cambiar con el tiempo y el agente de interés en
muestras biologicas puede estar sujeto a degradacion. Otra fuente de error ocurre a

medida que el personal encargado de la recoleccion de datos y mediciones del estudio

adquiere mas experiencia a lo largo del curso de éste, pudiendo incidir en cambios en

el manejo de los procedimientos e instrumentos. (1)

En el drea de salud se utilizan instrumentos basados en recomendaciones que buscan
la reproducibilidad, precision y validez. Esto permite evaluar el estado de salud de las
personas, un ejemplo de ello es la evaluacion de la funcion pulmonar, donde el instru-
mento de medicion es especifico de acuerdo al sexo, edad y condicion de salud (asma
o enfermedad pulmonar obstructiva cronica, EPOC). En este contexto la técnica de
oscilacion forzada (resistencia y reactancia pulmonar a varias frecuencias) ofrece una
ventaja indiscutible frente a la espirometria cuando se trata de medir la funcion pul-
monar en nifios preescolares, debido a que es una técnica que evalta la parte mecani-
ca del pulmon sin necesidad de un esfuerzo de respiracion por parte del paciente, se

realiza durante la respiracion continua y suave.

En México, se han propuesto modelos para obtener valores de referencia de la resis-
tencia pulmonar (Rr5) para poblacion de ninos y adolescentes mexicanos abarcando
edades de 2.7 a 15.4 afos.(2) Estos modelos pueden ser utilizados para contrastar
nuevos modelos que surjan a partir de otros datos. Por lo que el objetivo de este tra-
bajo es ofrecer alternativas para corregir un sesgo en la medicion y para ello se toman
datos longitudinales que fueron obtenidos para estimar curvas de crecimiento pulmo-

nar y que presentaron un error sistematico en una medicion.

Métodos

A partir de un estudio de cohorte al nacimiento se obtuvieron mediciones anuales
de reactancia y resistencia, con el proposito de evaluar la funcion pulmonar en nifios
sanos, de los 3 hasta los 9 anos de edad. Las mediciones se obtuvieron durante dos
periodos o etapas, la primera abarc6 los 3, 4 y 5 afios de edad y la segunda los 7,8 y 9
afios, entre una etapa y otra el equipo estuvo apagado por un afio. Las mediciones de
la segunda etapa se vieron afectadas por un error sistematico que produjo una sobre-

estimacion en las mediciones. (Figura 1)
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i : . , Analytic strategy
Figura XX. Diagrama del diseno del estudio

phase 1 phase 2
' — The analysis development —

1 T |

Table 1. Analytic strategy of assessment performance

[ i : Stage 1: Model to : Stage 2: Model to :
Scenario ;Stag 2 Stage 3: Performance
i correct the measure- : estimate the growth .
evaluation
i ment error curve

se0 feseencenesessentertorssneterterterasnssertonsenssnsee fosestestertereststestertorsststtrterserssnsstrseesens forsetctettetersttetestestttttttortersssssesarssnasess .

i Mixed model with in- : P
: i i bias, accuracy and co-

S1 i tercept and random
verage
i slope
W W
S | A U NP NV S/ N N [ L 2
= | | | f =
é pregnancy 1 2 ‘ é
S92 Mixed discontinuous i Mixed model with in- | bias, accuracy and co-
model i tercept random i verage
PTOpueSta para Corregir el error Mixed discontinuous H
) By o . ) i bias, accuracy and co-
La sobreestimacion de las mediciones puede ser corregida de varias maneras, en este S3 : model plus an error | verage
. . . . I i term :
trabajo nos enfocamos en la implementacion de una alternativa estadistica con el pro- :
posito de estimar el desfase observado de las mediciones de la resistencia pulmonar
a frecuencia 6 (Rr6) “ delta (8)”, que permita trasladar los valores observados sobre-
estimados a valores alineados con los de la primera etapa, todo ello sin perder varia- Escenario 1: Modelo mixto con intercepto y pendiente aleatoria.
bilidad.
Step 1. Se corrigio el error observado en las mediciones de resistencia a frecuencia 6
A partir de este objetivo, se proponen tres escenarios que difieren en la técnica es- Hertz (Yl.jz) de la segunda etapa (k=2) del estudio y posteriormente se estim6 la media
tadistica utilizada para corregir el error. Cada escenario permitié corregir los datos de la resistencia (ﬂ(wmg)) por sexo y percentiles del z-score de la talla para la edad
observados sobreestimados y utilizarlos, junto con los datos de la primera fase, en el (percentiles: < 3, [3-15), [15-85), [85-97), 97 y mas) a partir de modelos mixtos con
desarrollo de modelos de curvas de crecimiento pulmonar. Finalmente, se utilizaron intercepto aleatorio y los percentiles del z-score de la talla para la edad como pen-
las mediciones de resistencia a frecuencia 6 Hertz realizadas durante todo el periodo diente aleatoria, matriz de covarianza sin estructura, ajustado por sexoy edad como
de estudio, desde los tres hasta los 9 afos de edad, para evaluar el rendimiento de los variable tiempo de seguimiento. Utilizando las j-mediciones de la primera etapa del
tres modelos obtenidos. estudio (3, 4 y 5 anos).
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Y, =(Bytug )+B, X, (B, Huy, ) X, B, Xyt e, Modelo 1 (m1)
Donde ij es la respuesta, la Rro6; (Bo+uOj ) el intercepto especifico del nifo; X €S la
covariable de sexo, x,; la covariable de percentil del z-score de la talla para la edad
por lo que (Bz+u2j) representa la variabilidad que existe entre los percentiles de la talla
de los nifios en funcion de la Rr6, B, x, la correspondiente al tiempo (edad del nifio en

meses) y g; es el componente de error especifico del tiempo.

Step 2. A los valores observados de la segunda etapa se les resto la media estimada
(Yijz-ﬁ(sex,pzsheig))’ con el proposito de corregir los valores observados sobreestimados a
partir de trasladarlos y alinearlos con los de la primera etapa, conservando la variabi-

lidad de las mediciones.

Escenario 2. Modelo mixto discontinuo

Al observar el desfase (brinco) de las mediciones repetidas de Rr6 (Yyk) de una etapa
a otra surge la propuesta de estimar el desfase a partir de un modelo de crecimiento
discontinuo.

Step 1. Se estim6 la magnitud de la diferencia “delta"(A) de las mediciones de Rr6 de
una etapa a otra a través de un modelo discontinuo que considera diferente estructura

de covarianza, antes y después del desfase. (3)

Y, =By tuy ) B, X+ B, X, + By Xy HE e, Modelo 2 (m2)
Donde Y, es la respuesta, la Rro6; (Bo+u0]. ) es el intercepto especifico del nifo, X,; es
la variable de etapa, mide la transicion de una etapa a otra, X,; €s variable de recupe-
racion, grado con el cual el evento altera la pendiente, B, x,; la correspondiente al
tiempo (edad del nifio en meses) y g; el componente de error especifico del tiempo.

El valor del coeficiente 31 corresponde al valor de “delta"(§) .

Step 2. La rectificacion de las mediciones de la segunda fase se hizo a partir de la dife-
rencia entre las mediciones observadas en la segunda fase y la delta.
Y'ij2=Yij2-8

Escenario 3. Modelo mixto discontinuo mas un término de error
La propuesta se basa en el modelo mixto discontinuo anterior (m2), adicionando un

término de error aleatorio atribuido a la delta. La incorporacion de este término con-

sidera la variabilidad en la estimacion del propio salto (delta).

Y=Y, -5+e §>0
e~N(0,0%) y 6"~N(8,0?)

Estimacion de la curva de crecimiento pulmonar

La estimacion se realizé a partir de un modelo mixto con intercepto aleatorio con ma-
triz de covarianza sin estructura, ajustado por sexo, percentiles del z-score de la talla
para la edad y la edad como variable tiempo de seguimiento. Otras variables como el
peso, la exposicion al humo de tabaco y la presencia de sintomas respiratorios fue-
ron evaluadas como confusoras o modificadoras de efecto, sin resultar significativas
(p>0.05). Cada modelo fue evaluado a través de sus residuos y seleccionado con el

criterio de informacion de Akaike (AIC). (4)

Y, =(ByFug )+B, X+ B, Xy + By Xy 8 Modelo 3 (m3)
Donde Yl.j es la respuesta, la Rr6; (Bo+uOj ) el intercepto especifico del nifo; X,; €s la
covariable de sexo, x,, 1a covariable de percentil del z-score de la talla para la edad, B,
X,; 1a correspondiente al tiempo (edad del nifio en meses) y g, es el componente de

error especifico del tiempo.

Evaluacion del rendimiento de los métodos utilizados

Se realiz6 una evaluacidon de desempeio en una submuestra de 801 participantes, eva-
luando los criterios de reproducibilidad, precision y exactitud a partir de las medi-
das: el coeficiente de correlacion de concordancia (CCC), la correlacion de Pearson
y coeficiente de correccion de sesgo. (5) para los tres escenarios utilizando solo una
medicion de Rm seleccionada aleatoriamente. Con el proposito de obtener la estima-
cion de los valores de referencia (Rr5) se utilizaron los datos de edad y talla de estos

mismos 801 ninos.

Las estimaciones resultantes en cada escenario representan la curva de crecimiento
pulmonar (Rm) y fueron contrastadas con los valores de referencia (Rr5) obtenidos

de las siguientes ecuaciones:
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Para niflos (masculino)

Py

Rr5m= (-0.636*[0g10 (Awm)) +(99.506*( ))+0.443
Para ninas (femenino)

N\
Rr = (-0.736*l0g,, ,.....,) +(78.861*()+0.702

Resultados

Caracteristicas de la poblacién de estudio

De los 801 nifios que conformaron la muestra, 46.3% fueron mujeres. El promedio de
talla al inicio del estudio (3 afios de edad) fue de 102.7+7.3 cm, y el de peso fue de
14.3+6.0 kg. Considerando los percentiles de la puntuacion de la talla para la edad, el
promedio fue de 36.7+25.8 y el promedio del percentil de la puntuacion del peso para
la edad fue de 42.9+28.5; no hubo diferencias significativas entre sexo. Con relacion
a la exposicion al humo del tabaco dentro del hogar, 14.2% de las madres de los nifios
report6 haber fumado alguna vez en su vida, en 41.2% de los hogares alguna persona
fuma dentro de casay 38.5 % de las parejas fuma. Por lo que respecta a la presencia de
sintomas respiratorios en los nifios 15 dias antes de la visita al hospital, 27.4% de las
madres manifestaron que sus hijos presentaron tos, tos seca 5.2%, tos con flema 6.7%,

tos con infeccion en la garganta 11.2% y sibilancias 1.4% de los nifios.

Mediciones de resistencia a frecuencia 6, Rro6, a través del tiempo

El nimero de nifios durante el seguimiento del estudio fue incrementando, iniciando
en 100 participantes a los 3 afios de edad, hasta 801 nifos al final del seguimiento a
los 9 afios de edad, obteniéndose en promedio 3.7 mediciones de Rr6 por nifio. Un
patron decreciente no constante y un promedio de 11.3 hPa.s.L-1 fue observado en
las mediciones de la Rr6 de los nifios durante la primera etapa, de los 3 a los 5 afos,
mientras que en la segunda etapa este fue de 18.6 hPa.s.L.-1. El desfase o diferencia
que se observa es de hasta 11 hPa.s.L-1 en las mediciones de Rr6 de la segunda etapa

versus la primera del estudio. (Figura 1)

Correccion del error de medicion
Se observo, en los tres escenarios propuestos, una tendencia decreciente en las me-

diciones de Rr6 conforme los nifios adquirieron mas edad. En la segunda etapa del

estudio la resistencia pulmonar observada en los nifios fue en promedio de 18.6+3.2
hPa.s.L.-1, al rectificar las mediciones se obtuvieron mediciones promedio de 7.4+3.1
hPa.s..-1 con el escenario 1, 10.8+3.2 hPa.s..-1 bajo el escenario 2 y 10.6+4.5
hPa.s.L-1 en el 3. Siendo las mas bajas, las mediciones rectificadas que resultaron de
la metodologia implementada en el escenario 1, seguidas del escenario 2 y 3, estas
ultimas con valores proximos entre si, diferenciandose en una mayor variabilidad en

las provenientes del escenario 3. (Figura 2)

Estimacion de la curva de crecimiento pulmonar

Al estimar la curva de crecimiento pulmonar con respecto a la edad en el escenario 1,
se obtuvo que la Rr6 decrece en promedio -0.082 hPa.s.L.-1 (Intervalo de Confianza
al 95% (IC95%): -0.086, -0.079) por cada incremento de un mes en la edad del nifio
y con la misma tendencia pero en diferente magnitud al considerar el escenario 2 y
3, -0.015 (IC95%: -0.018, -0.011) y -0.019(IC95%: -0.024, -0.014), respectivamente.
Un efecto negativo significativo (p<0.001) se observo con los percentiles del z-score
de la talla para la edad sobre la resistencia, y una diferencia significativa entre ninas
y nifos, siendo los nifios los que mostraron mejor su funcion pulmonar (escenario
1: -0.348(1C95%: -0.602, -0.093); escenario 2: -0.454(1C95%: -0.715, -0.194) y en el
escenario 3:-0.356(-0.662, -0.049)). (Valores no mostrados). También se aprecia, que
los valores estimados de Rr6, obtenidos en el escenario 1 son los que mas se aproxi-
man a los valores de referencia mexicanos, contrario a los obtenidos en los escenarios
2y 3 (Figura 3).

Evaluacion del rendimiento de los métodos utilizados
Para identificar cual de los métodos empleados fue el mejor, se calcul6 la correlacion de
concordancia, la correlacion de Pearson (medida de precision), el coeficiente de correc-

cion del sesgo (medida de exactitud) y las diferencias promedio entre las mediciones.

Al contrastar los valores estimados de Rr5 (gold standar) versus las mediciones estima-
das Rr6 en cada uno de los escenarios, el mejor rendimiento para ambos sexos se obtu-
vo en el escenario 1. En nifios, la precision en el escenario 1 fue de 98.9% versus 80.2%
en el escenario 2y 82.6% en el escenario 3, la exactitud de 85.2% versus 17.7 y 22.2 y,
en cuanto la reproducibilidad de los resultados de los escenarios 1, 2 y 3 se observo de
84.3%(1C95%:82.7, 85.8), 14.2%(1C95%:12.6, 16.0) y 18.3%(1C95%:16.4, 20.4), res-
pectivamente. Mientras que la diferencia promedio entre las mediciones contrastadas
considerando los diferentes escenarios (1, 2 y 3) fue de 1.06 hPa.s.L.-1 (IC95%:-1.64,
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-0.49), -2.74 hPa.s.L-1 (IC95%:-5.41, -0.08) y -2.69 hPa.s.L-1 (IC95%:-5.15, -0.23),
respectivamente. Un patron similar fue observado al considerar al grupo de las nifas,
la precision en el escenario 1 fue de 99.1% versus 82.8% en el escenario 2 y 84.8% en
el escenario 3, la exactitud de 80.7% versus 16.3 'y 21.3y, en cuanto la reproducibilidad
de los resultados en los escenarios 1, 2 y 3 se observo de 80.0%(1C95%:78.1, 81.8),
13.5%(IC95%:11.9, 15.1) y 18.1%(IC95%:16.0, 20.1), respectivamente, y las diferen-
cias promedio entre las mediciones fueron de de 1.32 hPa.s.L.-1 (IC95%:-1.92, -0.72),
-3.14 hPa.s.L-1 (IC95%:-5.85, -0.43) y -3.00hPa.s.L-1 (IC95%:-5.49, -0.51) para los

escenarios 1, 2 y 3 respectivamente . (Cuadro 1)

En la figura 4 se presenta graficamente el proceso del analisis, primero las mediciones
de Rr6 observadas, seguida de las mediciones de Rro6 rectificadas, mostrando final-
mente la estimacion de la curva de crecimiento pulmonar a partir de las mediciones
de Rro.

Discusion

En nuestro estudio se midio la funcion pulmonar a través de la resistencia y reactancia
en nifos. Sin embargo, estos se vieron afectados por un error de medicion durante la
segunda fase del estudio, 7, 8 y 9 afios de edad. Si bien, un error de medicion puede
acarrear consecuencias graves e irreversibles, la importancia de reconocerlo, identi-
ficarlo y clasificarlo permite atenuar o a subsanar el impacto cuando se trata de un
error sistematico. En nuestro caso, estamos frente a un error sistematico, un sesgo de
informacion ante una mala clasificacion no diferencial o aleatoria por afectar por igual
a todas las mediciones de los participantes durante la segunda fase del estudio, inde-
pendientemente de su exposicion (6); entre la fase 1y 2 el equipo estuvo apagado por
un lapso de un afo, cuando se inici6 la segunda etapa el equipo i2M (Chess Medical,
Belgium, marketed in Italy by Cosmed) no fue calibrado de la misma forma que al ini-
cio de la primera fase, por lo que la fuente del error identificada es debida por la falta
de control de calidad en la informacion, deficiente calibracion del instrumento de
medicion en relacion a las recomendaciones realizadas por la European Respiratory
Society (ERS) para estandarizar la metodologia y el equipo utilizado para técnica de
oscilacion forzada (FOT). (7)

Un error de este tipo compromete la validez interna del estudio y por ende conduce
a una respuesta erronea a la pregunta de investigacion (7). Ante esta situacion se pro-

pusieron estrategias a partir de métodos estadisticos e epidemiologicos para resarcir

el error de medicion identificado en las mediciones de oscilométricas de la segunda

fase del estudio.

En los resultados se observo que bajo los diferentes escenarios la curva de crecimiento
pulmonar estimada a lo largo del seguimiento tiene la misma tendencia decrecien-
te como se espera en nifios sanos, una funcién pulmonar que muestra un desarrollo
significativo (p<0.001) y satisfactorio para la edad, talla y sexo del nino. Aunque el
escenario 1 es el que provee las estimaciones mas cercanas a los valores de referencia
para la poblacion mexicana, los dos restantes proporcionan valores que estin dentro
del estandar esperado DS es + 1.64 del valor predictivo y no exceden al 150% del valor
predictivo, lo que seria equivalente a una disminucion del 20% del volumen espirato-
rio forzado durante el primer segundo (VEF1) y un aumento del 50% de la resistencia

de la via aérea. (8-10)

La discrepancia entre los valores estimados entre el escenario 1 versus el 2 y 3, pro-
bablemente se debe a la forma especifica en la que se corrigio el error de mediciéon
en el escenario 1; se estimaron diferentes medias por sexo y categoria del percentil
de la talla para la edad, esto ultimo debido a que estos son factores pronodsticos de la
funcion pulmonar, puesto que son proporcionales al tamafio corporal. (11,12) Mien-
tras que bajo los escenario 2 y 3 no se pudo considerar esta alternativa especifica (es-
timaciones por sexo y percentiles de la talla para la edad) por tratarse de un modelo
discontinuo el cual considera todo el seguimiento, de los 3 a los 9 afnos de edad para
estimar la magnitud del salto (delta) de una fase a otra. Esta discrepancia es el reflejo
de los valores obtenidos en los diferentes escenarios con respecto a la evaluacion de
reproducibilidad, precision y exactitud. (5,13,14) Aunque el valor del CCC en el esce-
nario 1 es menor al 90% de acuerdo, creemos que un 80% seria indicador bueno. Esto
considerando que las mediciones de resistencia (Rr5 vs Rr6) provienen de diferente
aparato y, por otro lado se trata de estudios poblacionales donde otros tipos de sesgo

pudieran estar presente, causando ruido adicional.

Recomendaciones

En estudios de cohorte cuando el tiempo de seguimiento se prolonga se corre el riesgo
de perder el control de la calidad de la informacion sino se sensibiliza y se recapacita a
los actores involucrados. Por lo que es importante que periddicamente se contraste los
instrumentos de medida para saber el error con que se trabaja (mide) y si es posible

corregirlo, algunos instrumentos traen puntos de ajuste o calibracion. Asi mismo, re-
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visar las normas de calidad con las que se rige el aparato ademads de llevar una bitacora

de los registros de las contrastaciones y sus resultados.

Fortalezas y debilidades
Una de las ventajas que tuvimos es la disposicion de varias mediciones repetidas de

Rro6, las cuales permitieron evaluar y rectificar de diferentes formas el error.

Lo ideal hubiera sido evaluar el desempefio de los métodos propuestos considerando
el mismo indicador, Rr6 proveniente del equipo i2M versus Rr6 (estindar de oro). Sin
embargo, lo mas cercano que habia para poblaciéon mexicana fue Rr5 (IOS was carried
out with commercial equipment (MSIOS, Erich Jaeger, CareFusion, San Diego, Cali-
fornia- MSIOS). Esta podria ser la causa de la diferencia entre las estimaciones que

resultaron del escenario 1 versus el gold estandar.

Conclusion

En el escenario 1 se observd mejor precision, exactitud y reproducibilidad tanto en
nifios como en nifas; sugiriendo que las mediciones estimadas Rr6 bajo este escenario
son intercambiables con las mediciones estimadas a partir de las ecuaciones de refe-

rencia para poblacion mexicana.

El escenario 1 resulto ser la mejor alternativa, posiblemente por la manera en la que se
generaron los valores predichos (por sexo y pzsheigh), siendo estas variantes impor-

tantes en la prediccion de la funcion pulmonar.
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Figura 2. Observed and translated measurements of resistance at 6 Hz Figura 3. Estimaciones de las curvas de crecimiento pulmonar
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Cuadro 1. Evaluacion de reproducibilidad, precision y exactitud entre las medidas de
referencia (Rr5) y las del estudio (Rr6).

Figura 4. Mejor modelo: Escenario 1 para estimar curvas de crecimiento pulmonar, Rr6

4.a. Mediciones por nifio observadas 4.b. Mediciones por nifo rectificadas
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Medida de reproducibilidad: Correlaciéon de concordancia
Medida de precision: Correlacion de Pearson

Medida de exactitud: Coeficiente de correccion del sesgo
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