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Resumen

Introduccién: El proyecto INMA (Infancia y Medio Ambien-
te) es una red de investigacion cooperativa que tiene como
objetivos estudiar los efectos del medio ambiente y la dieta
en el desarrollo fetal e infantil. El objetivo de este articulo es
presentar el protocolo de exposicion a contaminantes at-
mosféricos durante el embarazo y desarrollo prenatal y neo-
natal en el proyecto INMA.

Métodos: La informacion para la evaluacion de la exposicion
a contaminacién atmosférica durante el embarazo se basa en
mediciones de contaminantes atmosféricos en el exterior (dio-
xido de nitrogeno [NO,], compuestos organicos volatiles [COV],
ozono, particulas [PM,o, PM,5] y su composicion [hidrocarburos
aromaticos policiclicos]), medicién de contaminantes de ex-
posicion individual (en el interior de la vivienda y captadores
personales [COV y NO]), determinacién de un marcador bio-
l6gico de exposicién a hidrocarburos (1-hidroxipireno), en in-
formacién recogida mediante cuestionarios y en la utilizacién
de sistemas de informacién geografica. Esta informacién per-
mite elaborar indices de exposicién individual a contamina-
cién atmosférica con los que analizar su posible relaciéon con
el desarrollo fetal y la salud del recién nacido.

Discusion: El protocolo que se presenta y el tipo de estudio
permiten obtener una aproximacion a la exposicién individual
a contaminantes atmosféricos. Por ultimo, el elevado nime-

Los miembros del proyecto INMA se muestran en el Anexo 1.
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ro de participantes (n = 4.000), asi como la heterogeneidad
de las caracteristicas ambientales y sociodemograficas, acre-
cienta el potencial del estudio.

Palabras clave: Contaminacién atmosférica. Embarazo. In-
fancia. Desarrollo fetal. Estudio de cohortes. INMA.

Abstract

Introduction: The INMA (INfancia y Medio Ambiente [Spanish
for Environment and Childhood]) project is a cooperative re-
search network. This project aims to study the effects of envi-
ronment and diet on fetal and early childhood development. This
article aims to present the air pollutant exposure protocol du-
ring pregnancy and fetal and early childhood development of
the INMA project.

Methods: The information to assess air pollutant exposure
during pregnancy is based on outdoor measurement of air po-
llutants (nitrogen dioxide [NO,], volatile organic compounds
[VOC], ozone, particulate matter [PM,,, PM,5] and of their com-
position [polycyclic aromatic hydrocarbons]); measurement of
indoor and personal exposure (VOC and NO,); urinary mea-
surement of a biological marker of hydrocarbon exposure
(1-hydroxypyrene); and data gathered by questionnaires and
geographic information systems. These data allow individual
air pollutant exposure indexes to be developed, which can then
be used to analyze the possible effects of exposure on fetal
development and child health.

Conclusion: This protocol and the type of study allow an ap-
proximation to individual air pollutant exposure to be obtained.
Finally, the large number of participants (N = 4,000), as well
as their geographic and social diversity, increases the study’s
potential.

Key words: Air pollution. Pregnancy. Childhood. Fetal deve-
lopment. Cohort study. INMA.
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Introduccién

os fetos y los nifios, en comparacién con los adul-

tos, presentan una vulnerabilidad especial a los

téxicos ambientales debido a su inmadurez fi-

siolégica y mas tiempo de vida después de la ex-
posicién. Ademas, para el caso de los contaminantes
atmosféricos, hay que considerar que los nifios inha-
lan un volumen de aire relativamente mayor que los adul-
tos y suelen pasar mas tiempo al aire libre'2.

En los dltimos afos ha aumentado el interés por el
estudio de las alteraciones en la salud del feto en re-
lacién con las exposiciones ambientales. Los efectos
en el desarrollo fetal pueden tener consecuencias in-
mediatas, e incluso a largo plazo, en la salud de los in-
dividuos. Hasta hace relativamente poco tiempo habia
muy pocos estudios sobre el impacto de la exposicién
prenatal a contaminacién atmosférica en la salud del
feto y el neonato. Un hecho que refleja la produccion
cientifica reciente es la publicacién, durante el afio 2004,
de 4 revisiones sistematicas de la evidencia epide-
mioldgica®®.

La mortalidad intrauterina, perinatal o neonatal cons-
tituye el efecto mas ampliamente estudiado. A princi-
pio de la década de 1990, Bobak y Leon’? llevaron a
cabo un estudio geografico en la Republica Checa en
el que encontraron una asociacion entre las concen-
traciones de diéxido de azufre (SO,) y particulas en sus-
pension (TSP) con las tasas de mortalidad neonatal por
distritos. En la actualidad se acepta que hay pruebas
suficientes para inferir una relacion de causa-efecto entre
la contaminacién atmosférica y el riesgo de morir du-
rante el primer afo de vida, especialmente por enfer-
medades respiratorias?

El estudio de la relacién entre contaminacién at-
mosférica y crecimiento fetal es un area emergente en
la epidemiologia actual. Al menos 16 estudios’?2 han
evaluado la relacion con el peso bajo al nacer (defini-
do como peso en el momento del nacimiento < 2.500
g) y la mayoria de estudios muestran asociacion. Sin
embargo, a diferencia de lo comentado para la morta-
lidad en edades tempranas, las pruebas de dicha aso-
ciacién, aunque indicativas de causalidad, no se con-
sideran suficientes, por lo que se necesitan mas
estudios?

Ademas del efecto en salud descrito anteriormen-
te, 4 estudios'?2*25 han evaluado la relacion de la con-
taminacion atmosférica con el retraso del crecimiento
intrauterino (definido como el peso menor del espera-
do; operativamente, el peso al nacer por debajo del per-
centil 10 para un sexo y edad gestacional determina-
dos). En general, los resultados muestran una asociacién
mayor que con el peso bajo al nacer, aunque 2 de estos
estudios proceden de la misma area. Dejmek et al?® han
estudiado en la Republica Checa la relacién entre la
exposicion a determinados contaminantes del aire y el

retraso en el crecimiento intrauterino. Los resultados
muestran una asociacién con la exposicion a particu-
las finas (PM,s) y también con las concentraciones de
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP). En este es-
tudio, los autores observaron que las exposiciones re-
gistradas durante el primer mes del embarazo son las
que se relacionan con el retraso del crecimiento.

En 10 estudios®'2192125-30 g ha incluido la evalua-
cién de la relacién de la contaminacién atmosférica con
el nacimiento pretérmino (< 37 semanas de gestacion)
Las asociaciones encontradas son, en general, meno-
res que para peso al nacer, considerandose que la evi-
dencia es insuficiente. Las diferencias en el célculo de
la edad gestacional pueden influir también en los re-
sultados encontrados. Ademas, es dificil estudiar este
efecto de manera separada al del peso en el nacimiento,
y su interpretaciéon es compleja.

La mayoria de estudios disponibles que analizan la
relacién de la contaminacién atmosférica con el desa-
rrollo fetal han utilizado como medida de la exposicion
datos procedentes de estaciones de control situadas
en zonas mas o menos representativas®'-*2 o la distancia
entre la residencia y las vias con trafico intenso?!. Al-
gunos pocos estudios se aproximan a la evaluacion in-
dividual de la exposicion, entre ellos el realizado por Pe-
rera et al®® en Nueva York y el de Jedrychowski et al®®
en Polonia.

Los contaminantes mas estudiados son los inclui-
dos en las redes de vigilancia y control de la calidad
del aire. Entre ellos se encuentran las particulas en sus-
pensién, el didxido de azufre (SO,) y el mondxido de
carbono (CO). Estos provienen principalmente de
fuentes de emision, como los vehiculos, las calefac-
ciones de edificios y algunos procesos industriales. Entre
las particulas en suspension destacan las que tienen
diametro aerodinamico < 10 W (particulas toracicas o
PMo) y las particulas finas < 2,5 u (particulas respira-
bles o PM,5), asi como su contenido en hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP)?, que podrian ser un mejor
indicador de impacto sobre la salud. De hecho, los HAP,
debido a su presion de vapor y a la temperatura am-
biente, pueden ser adsorbidos por las particulas finas
y podrian representar el componente téxico mas im-
portante de las particulas de cara al dafo fetal**.- En
ambientes interiores adquieren importancia los com-
puestos organicos volatiles (COV), entre ellos el ben-
ceno. A los contaminantes anteriores se anaden otros,
como los éxidos de nitrégeno (NO, NO,), cuya fuente
principal en ambientes exteriores en zonas urbanas son
los vehiculos de motor y, en menor medida, las emi-
siones industriales. También se ha estudiado los posi-
bles efectos del ozono (Os), un contaminante secundario
que se forma por reacciones fotoquimicas a partir de
la accion de las radiaciones solares sobre el NO; o los
COV y que alcanza valores mas elevados en las zonas
periurbanas y rurales.
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Proyecto INMA. Objetivos para evaluar la exposicion y los efectos
0 la contaminacion atmosférica

El Proyecto INMA «Infancia y Medio Ambiente» es
una red de grupos de investigacion que pretende, me-
diante una metodologia en comun, relacionar las ex-
posiciones prenatales y posnatales a contaminantes am-
bientales, en el aire, el agua y los alimentos, con los
posibles efectos en la salud de los nifos, incluidos su
crecimiento y desarrollo®-36,

El proyecto consiste en un estudio de cohorte pros-
pectivo de base poblacional con unos 4.000 pares mu-
jeres-nifios, a las que se realiza un seguimiento durante
la gestacién y a continuacion a sus hijos. Las mujeres
se seleccionan en varios lugares y forman un conjun-
to de cohortes, lo que permite tener representacion de
diferentes puntos de la geografia espafola. Las areas
que participan con cohortes de madres y nifios son: Flix
(Ribera de I'Ebre), Menorca, Granada, Valencia, Sa-
badell, Asturias y Gipuzkoa. De todas ellas, las 3 pri-
meras ya se habian formado en el momento de iniciar
la Red INMA (cohortes previas), mientras que el resto
comenzé con posterioridad (cohortes nuevas).

Entre las exposiciones ambientales en estudio se
encuentra la evaluacion de la exposicion a contami-
nantes atmosféricos durante el embarazo. Los objeti-
vos especificos que se pretende alcanzar son los si-
guientes:

1. Proveer a las distintas cohortes del estudio de un
protocolo comun para la medicién de la exposicién a
contaminantes atmosféricos.

2. Determinar las concentraciones pico, los horarios
y los diarios de contaminacion atmosférica ambiental
(PMyo, PM, 5, 0zono, SO,, NO,, CO) en las zonas y los
periodos de estudio mediante la utilizacion de la infor-
macién de las Redes de Vigilancia y Control de la Ca-
lidad del Aire (continuidad temporal).

3. Determinar las concentraciones de compues-
tos organicos volatiles (COV), NO, y O; mediante el
uso de captadores pasivos en un enrejado de loca-
lizaciones y emplear estas medidas para estimar, con
técnicas de geoestadistica, la exposicién en cual-
quier punto de las areas en estudio (continuidad es-
pacial).

4. Determinar las concentraciones de exposicion a
COV y NO, personales e intradomiciliarias en un sub-
conjunto de las mujeres embarazadas en estudio me-
diante el uso de captadores pasivos.

5. Obtener y describir las concentraciones prome-
dio de PM,sy PMy, en las zonas de las areas de es-
tudio. Caracterizar su composiciéon con especial inte-
rés en las concentraciones de metales y HAP que
contienen.

6. Describir el patrén espacio-temporal de los con-
taminantes atmosféricos en las areas de las cohortes
de estudio.

7. Evaluar la asociacion entre la exposicion prena-
tal a los contaminantes atmosféricos y el desarrollo fetal,
medido como retraso del crecimiento intrauterino, bajo
peso y nacimiento pretérmino.

Métodos

En la tabla 1 se resumen las caracteristicas de las
cohortes participantes, incluidas las caracteristicas de
las zonas de estudio. La informacién para la evaluacion
de la exposicién individual a contaminacion atmosféri-
ca durante el embarazo se basa en mediciones de con-
taminantes atmosféricos en el exterior, medicion de con-
taminantes de exposicion individual (en el interior de
la vivienda y captadores personales), determinacién de
un marcador biolégico de exposicién a hidrocarburos
(1-hidroxipireno), en informacién recogida mediante
cuestionarios y en la utilizacion de sistemas de infor-
macion geografica.

Contaminacion atmosférica en exteriores

Esta informacién proviene de fuentes diversas, entre
las que se incluyen mediciones realizadas con los pro-
pios medios de los investigadores e informacion de fuen-
tes secundarias.

Se ha disefado un protocolo para la medicion de las
concentraciones de NO,, COV y O; en cada una de las
areas a estudio. Para ello se construye un enrejado de
nodos con separacién variable entre ellos en funcion de
la poblacién, la industrializacién, etc. Esta separacion es
de entre 0,5 a 1 km en las zonas urbanas, de 1 a 3 km
en las zonas metropolitanas, y de 3 a 5 km en las zonas
semiurbanas. En las areas con nucleos pequerios de po-
blacién se ha instalado un captador en cada uno de ellos.
El nUmero de puntos del enrejado depende, obviamen-
te, de la extension y las caracteristicas del area a estu-
dio. Para la obtencién de las concentraciones de con-
taminantes se utilizan captadores pasivos que
permanecen durante 2 y 7 dias en el ambiente. Se re-
alizan, como minimo, 2 campafas de mediciéon en cada
cohorte, una en verano y la otra en invierno. Los cap-
tadores se colocan en cada uno de los nodos del enre-
jado disenado, en una farola o cualquier otro tipo de mo-
biliario urbano que permita su instalacion. La colocacion
de los captadores debe cumplir una serie de criterios téc-
nicos con el fin de homogeneizar la toma de muestras,
como son la altura, la distancia a los bloques de edifi-
cios, rotondas y cruces, los semaforos o la existencia
de otros focos contaminantes préximos. Las coordena-
das geograficas de los puntos se obtienen mediante el
Sistema Global de Posicién (GPS) y se trasladan a un
soporte informatico.
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Tabla 1. Cohortes en el estudio INMA (Infancia y Medio Ambiente)

Nimero
Poblacion d .Anos ” Area de estudio POblaC',D et Caracteristicas de la zona previsto
e inclusion del drea® de pares
madre-nifio
Cohortes previas® Ribera d’Ebre 1997/99 Flix y 5 pueblos 8.681 Sector agricola, industrial 92
colindantes (energético) y servicios
Menorca 1997/98 Menorca 69.070 Sector servicios, construccion, 492
industria y agricultura
Granada 2000/02 Granada capital 274.479 Sector agricola y de servicios 700
y 52 pueblos de la
provincia
Cohortes nuevas*® Valencia 2003/05 Area de salud 5 288.580 Sector servicios, industria, 800
(34 municipios) y una construccion y agricultura
zona del édrea 6 (regadio/secano)
(2 barrios de la ciudad
de Valencia)
Sabadell 2004/05 Sabadell 194.000 Sector industrial (textil/metalurgia) 800
y Servicios
Asturias 2004/05 Area de salud 3 de Avilés 165.201 Industria metaldrgica y fundicion, 500
quimica, alimentaria y fabricacion
de plésticos.
Gipuzkoa 2006/07 Comarcas Urola y Goierri 88.265 Industria siderometaltirgica 600
Total 3.984

iPoblacién obtenida de los registros en el afio 2004.

®Cohorte previa: cohortes de embarazadas que ya se habfan formado en el momento de iniciar la Red INMA.

°Cohortes nuevas: cohorte de embarazadas que comenzo con la Red INMA.

Las concentraciones diarias y el andlisis de mate-
rial particulado atmosférico (PMy, y PM,s) y de hidro-
carburos aromaticos policiclicos (HAP), y los metales
pesados se estudian con captadores de referencia® de
alto y bajo volumen en las zonas de las cohortes. Re-
quiere un disefio previo de la red de muestreo. Los HAP
se analizan a partir de las particulas PM;q y PM,5 re-
cogidas en los captadores de alto y bajo volumen. La
medicién se realiza durante un intervalo de tiempo re-
presentativo del periodo en estudio.

Respecto a la informacion de fuentes secundarias
se dispone de las concentraciones diarias de conta-
minantes atmosféricos exteriores (particulas, CO, SO,,
O3, NO,) en la zona de residencia de las mujeres de
las cohortes. Dichos datos se obtienen de las estacio-
nes de medida de la Red de Vigilancia y Control de la
calidad del aire de cada zona participante.

Exposicion individual. Medicion personal y en los domicilios de las
mujeres embarazadas

1. Concentraciones de NO,y CQV en el interior y ex-
terior de la vivienda. Se elige en cada cohorte una mues-
tra de unas 40 (localizaciones-mujeres), teniendo en
cuenta criterios geograficos (distancia, municipio) de las

participantes con el fin de que toda la zona de estudio
quede representada. La medicion se hace coincidien-
do con la camparia de muestreo del enrejado y sirve para
comparar las mediciones personales con las ambien-
tales (enrejado). En la vivienda se colocan los capta-
dores en el salén de la casa y en el exterior (ventana o
balcén), uno de NO,y otro de COV en cada uno de los
lugares. La duracion del muestreo es de 48 h.

2. Exposicion personal en la mujer embarazada. La
participacion de las mujeres de la submuestra, que se
encuentran en su tercer trimestre de embarazo, con-
siste en llevar en la ropa, a la altura del pecho, un cap-
tador de CQOV durante 48 h, que coincide con el tiem-
po de muestreo en su domicilio. Al final de este tiempo
se realiza un cuestionario sobre las actividades en esas
48 h. En el cuestionario (tabla 2) se incluyen pregun-
tas sobre uso de estufas, cocina de gas, ventilacion, co-
mida frita o a la parrilla, limpieza y uso de productos
quimicos y exposicién a humo de tabaco en la casa y
en el trabajo, ademas de otro tipo de actividades (ir a
una gasolinera, hacer una barbacoa, etc.). También se
incluyen 2 preguntas sobre la molestia que le ha oca-
sionado en esos dias la contaminacion atmosférica ex-
terior; la valoracién se realiza mediante una escala en
forma de term6metro. Finalmente, se obtiene un patrén
de tiempo-actividad de las 48 h.
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Tabla 2. Variables recogidas mediante entrevista personal en la semana 28-32 de gestacion. Cuestionario de exposicion ambiental
y laboral

Caracterfsticas de la vivienda: localizacién, tipo de vivienda y antigiiedad, piso, nimero de personas que viven en ella, nimero de habitaciones, metros cuadrados de la
casa, ventanas exteriores o interiores; frecuencia con la que pasan coches y vehiculos pesados por su casa, distancia a una calle con trafico continuo, molestia por
contaminacion atmosférica y ruido, fuentes de ruido habituales; realizacion de obras en el domicilio; presencia de animales domésticos; tipo de combustible para
cocinar y uso del extractor al cocinar; tipo de calefaccion-aire acondicionado y su uso durante el embarazo; tiempo que se ventila la casa, frecuencia de uso de velas

e incienso; proximidad de la casa a zonas con actividad industrial

Exposici6n a tabaco: consumo de tabaco por la embarazada (pasado y actual), consumo de tabaco por el padre del bebé y otros familiares/amigos en la casa,

exposicion a tabaco en el trabajo y otros lugares diferentes de la casa

Patrén tiempo-actividad y desplazamiento: tiempo que pasa habitualmente en el trabajo la embarazada (exterior-interior), en otros edificios, en el ambiente exterior, en
casa (exterior-interior), y en otras casas. Tiempo al dia desplazdndose y medio de desplazamiento (caminando, bicicleta, motocicleta o ciclomotor, coche o taxi,

autobus o tranvia, en tren o0 metro)

Trabajo: exposiciones laborales a toxicos (disolventes/colas/pegamentos, benceno, etc.)

Tabla 3. Mediciones de contaminantes atmosféricos en cada una de las cohortes del estudio INMA

Granada? Valencia

Sabadell Asturias Pais Vasco

Aire exterior

Campafias 3 (verano/invierno) 4 (1 por trimestre)
Contaminantes y n.° de puntos
NO, COV 78 puntos 93 puntos
0s° - 93 puntos
PMyo - 4 puntos
PMys S 6 puntos
HAP - 6 puntos
Casa interior/exterior
Momento de la medicion S Semana 32 de gestacion
Contaminantes - NO,, COV
N.° de casas 40° 80
Personal
Contaminantes - cov
N.2 mujeres - 80
Afio 2003 y 2006 2004-2005

2 (verano/invierno) 2 (verano/invierno) 2 (verano/invierno)

58 puntos 67 + 10 puntos 80 puntos®
- 67 + 10 puntos 80 puntos®

1 punto 1 punto 7 puntos?
1 punto 1 punto 7 puntos®
b - 7 puntos®

Semana 32 de la gestacion ~ Semana 32 de gestacion ~ Semana 32 de gestacion

NO,, COV NO,, COV NO,, COV
40 40 80
NG,, COV NG,, COV NQ,, COV
40 40 80°

2005 2005 2006-2007

aCohorte previa: cohorte de embarazadas que ya se habian formado en el momento de iniciar la Red INMA.

5Sélo verano.

Biomarcadores

Se determina la concentracion del 1-hidroxipireno
(1-OHP) en una muestra de orina recogida a pri-
mera hora de la mafiana en la semana 12 de gestacion.

Entrevistas personales

Mediante un cuestionario administrado por entrevis-
ta personal en la visita de la madre en el hospital en la
semana 28-32 de gestacion, se obtiene informacion res-
pecto a la localizacién de la casa, el trabajo, las posibles
fuentes de exposicién en el exterior de la vivienda, el pa-
trén tiempo-actividad de la madre y variables relevantes
en cuanto a la exposicién en el interior de su casa: ex-
posicién al humo del tabaco, calefaccién, cocina (gas o

eléctrica), ventilaciéon, nimero de personas que viven en
la casa, utilizacion de productos quimicos en la limpie-
za o0 lucha contra plagas, etc. El patrén tiempo-actividad
se refiere a la distribucion horaria habitual durante el em-
barazo, es decir, las horas que se permanece en el do-
micilio, en el trabajo, en los desplazamientos o en otros
lugares, y si éstos son exteriores o interiores. También
se obtiene informacion del modo de transporte y el tiem-
po que duran los desplazamientos.

Sistemas de informacion geografica

A partir de sistemas de informacién geografica (SIG)
de diversos organismos publicos (ayuntamientos, co-
munidades auténomas, diputaciones) se obtienen
datos de densidad de poblacion, carreteras, ubicacion
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de gasolineras y fuentes puntuales de contaminacién,
asi como de intensidad media diaria (IMD) de trafico
de vehiculos y vehiculos pesados por las principales
vias de transito de las zonas a estudio. La georrefe-
renciacion (identificacién de las coordenadas geogra-
ficas) de los domicilios de las mujeres, asi como la de
los centros de trabajo (si procede), se realiz6 tam-
bién mediante SIG de uso publico (Mapsonic®, Guia
Campsa®).

Especificaciones técnicas de los captadores y determinaciones
analiticas

En aire ambiente, en las casas y en la medicion per-
sonal, tanto para la captacion de NO,como para la cap-
tacion de COV se han utilizado muestreadores pasivos
de simetria radial. Estos muestreadores, mediante un
filtro impregnado en una sustancia captadora, son ca-
paces de retener un determinado gas presente en la
atmosfera a través de difusion molecular. En concreto,
el NO, se retiene en un cartucho que contiene trieta-
nolamina en solucién etandlica. Después de la expo-
sicion se extrae en el laboratorio por agitacion en bafo
de ultrasonido con agua durante 30 min y se determi-
na por espectrofotometria a 540 nm, utilizando el mé-
todo Griess-Saltzman, con sulfanilamida y bicloruro de
N-(1-naftil) etilenodiamina. Para la determinacién de ben-
ceno y otros COV, el muestreador utilizado esté relle-
no de carbén grafitizado, donde quedan retenidos los
COV. Con posterioridad se desorben térmicamente y
se analizan por cromatografia de gases-espectrome-
tria de masas (CG-EM). El ozono es captado median-
te el muestreador pasivo «ogawa» que contiene 2 fil-
tros de fibra de vidrio de 14 mm de diametro,
impregnados en una solucién de ion nitrito que, al re-
accionar con el ozono, pasa a ion nitrato, que se de-
termina por cromatografia iénica.

La toma de muestras de material particulado se rea-
liza por medio de captadores que aspiran un caudal de
aire fijo y estan equipados con un cabezal de separa-
cion de particulas PMy, 0 PM,; (tabla 3). La concen-
tracion de particulas se determina mediante medida gra-
vimétrica de la masa. En cuanto a la composicién de
las particulas medidas, los HAP se analizan utilizando
un sistema de extraccién acelerada de los filtros, con
hexano:acetona (50:50), concentracién posterior y pu-
rificacién del extracto obtenido. Los andlisis de mate-
rial particulado, HAP, NO,, COV y ozono se realizan en
el Instituto de Salud Carlos Il.

Para la medida de marcadores biol6gicos en orina,
fundamentalmente 1-hidroxipireno, las muestras se guar-
dan a—20 °C. Para el andlisis se ajusta el pH de la mues-
tra a 5,0 y se tampona con tampén acetato 0,5 M pH
5,0. Después se anade B-glucuronidasa/aryl sulfatasa
y se incuba 1 hora a 37 °C en agitaciéon. Con poste-

rioridad se centrifuga y el sobrenadante se deposita
sobre una columna RP-18 previamente acondicionada.
Se eluye una primera fraccion de agua, una segunda
de hexano y una tercera con diclorometano, en donde
se obtienen los hidroxipirenos. El volumen de esta frac-
cién se reduce a cuasi sequedad bajo corriente de ni-
trégeno y se redisuelve con metanol. Los extractos se
analizan mediante cromatografia de liquidos de alta re-
solucién, en una columna analitica C4g acoplada a una
columna de proteccion Cqg, y como detector un es-
pectrofotometro de fluorescencia ultravioleta (A de ex-
citacion y emisiéon de 242 y 389 nm, respectivamente).
El andlisis se lleva a cabo en el departamento de qui-
mica ambiental, del Instituto de Investigaciones Quimicas
y Ambientales del CSIC de Barcelona y en el Labora-
torio de Salud Publica de Bizkaia.

Andlisis de los datos

Tras la recogida de datos, la grabacion y la depura-
cién de las bases generadas, se procedera al analisis es-
tadistico descriptivo con el fin de caracterizar las varia-
bles de exposicion. Los objetivos principales del analisis
de esta parte del proyecto INMA consisten en la elabo-
racion de indices validos de la exposicion individual a con-
taminacion atmosférica y en el andlisis de su relacién con
el desarrollo fetal y la salud del recién nacido.

1. Para la elaboracion de indices de exposicién in-
dividual se dispone de diferentes fuentes.

— Contaminacion exterior: se determinara median-
te la distribucion espacial de contaminantes NO,, COV
y ozono. Para ello se utilizaran, sobre las concentra-
ciones obtenidas a partir del enrejado, técnicas de geo-
estadistica que permiten obtener predicciones para NO,,
COQV y ozono en el continuo del area de estudio. En
nuestro caso utilizamos como interpolador el Kriging Uni-
versal. Este método tiene la ventaja de proporcionar el
mejor estimador lineal insesgado de la superficie de con-
taminacion y presenta la capacidad de incorporar ten-
dencias en la superficie. Se han obtenido mapas de la
distribucion espacial de los contaminantes mediante el
programa ArcView 8.1. En la figura 1 se muestra un
ejemplo de los resultados que se obtienen a partir de
las concentraciones medidas en el enrejado. En ella se
indican los puntos de muestreo para las mediciones con
captadores pasivos y se muestra la prediccién obteni-
da en el &rea de estudio de Valencia con los datos ob-
tenidos a partir del enrejado realizado en el mes de abiril
de 2004 para NO;,

En la validacion de la prediccién se compara el valor
predicho con el valor obtenido en la medicién real en
el exterior de la casa de las mujeres de la submues-
tra. Para una evaluacién mas precisa de las concen-
traciones exteriores de contaminacién, los resultados
de la suavizacion (kriging) se combinan con informa-
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Figura 1. Concentraciones de diéxido de nitrogeno (medido en
ng/m?) estimados a partir de las mediciones del enrejado de la
campaiia de abril de 2004. Area de estudio de Valencia.

00-38
39-82
a3- 115
1,6- 147
o 143-184
» 185-227
228-715
7,6- 13
4411
41,2-500

e

cién secundaria de caracter espacial, relativa a tréafico,
usos del suelo, altura de los edificios, etc. Para la eva-
luacién de la exposicion individual se combina el mapa
de contaminacion exterior con la informacion del patrén
tiempo-actividad. Este proceso posibilita la elaboracién
de un indice ponderado o matriz individual de exposi-
cién a contaminacién exterior para cada mujer.

Con respecto a la contaminacion exterior por otros
contaminantes, como las particulas, es decir, PM;o PM,5
e HAP, no se dispone de un enrejado, por lo que no se
puede disponer de predicciones para todos los puntos
del area a estudio. En este caso se asignaran a cada
mujer las concentraciones del captador més repre-
sentativo (por proximidad o caracteristicas de la zona).

—Contaminacion en interiores: la exposicién a con-
taminantes interiores se obtiene principalmente a par-
tir de la informacién recogida a través de cuestionarios.
Por otro lado, los datos de concentraciones de NO,y
COQV en el interior de la casa se utilizan en modelos de
prediccién relacionados con las variables recogidas en
el cuestionario ambiental (climatizacion, tabaco, coci-
na, ventilacién, etc.) que pueden ser extrapolados al con-
junto de las mujeres en el estudio.

— Contaminacion individual: se evalia mediante la
combinacién de los indices de exposicién a contami-
nantes en el exterior y en el interior de las viviendas
con el patrén de tiempo-actividad. Para los COV se en-
sayaran modelos de ajuste en la submuestra de mu-
jeres que han llevado muestreadores pasivos, con el
fin de poder predecir la exposicién a estos contami-
nantes. Por otro lado, se dispondra de las concentra-
ciones de 1-OH-pireno, como indicador de la exposi-

cién individual a hidrocarburos. Se contrastara su re-
lacién con las concentraciones ambientales de parti-
culas y de HAP, asi como con las variables de exposi-
cién del cuestionario, en especial al tabaco.

2. Analisis de su relacion con el desarrollo fetal y la
salud del recién nacido.

Se analizara el efecto en salud medido como cre-
cimiento fetal y efectos reproductivos, asi como pro-
blemas de salud infantil. Las variables de efecto rela-
cionadas con el desarrollo fetal seran las utilizadas en
otros estudios el peso bajo al nacer (< 2.500 g), el re-
tardo en el crecimiento intrauterino (peso por debajo del
percentil 10, ajustado por tiempo de gestacion y sexo)
y el parto pretérmino (antes de la semana 37 de ges-
tacién). Ademas, mediante la aplicacién de modelos li-
neales de efectos mixtos se obtienen curvas de creci-
miento fetal personalizadas a partir de la informacién
de los parametros biométricos (perimetro craneal, pe-
rimetro abdominal, diametro biparietal y longitud del
fémur) recogidos en las ecografias. Esto permite cla-
sificar a los nifios respecto a su desarrollo fetal teniendo
en cuenta su potencial de crecimiento. En cuanto a los
efectos relacionados con la salud infantil, se valora la
existencia de asma, infecciones, alergias, respuesta in-
munitaria y desarrollo neurolégico. Estos efectos se
miden al afio y a los 4 afnos de vida del nifo median-
te exploracion clinica y psicolégica, pruebas funciona-
les (prick test) y cuestionario estandarizado basado en
los estudios AMICS e ISAAC®3°. En estos analisis se
tendra en cuenta la posible modificacién del efecto por
otras variables ambientales (alérgenos, toxicos persis-
tentes), nutricionales, u otras exposiciones o condicio-
nes (tabaco, laboral, sociales).

Comentarios finales

Tal como se recoge en una reciente revisién de la
OMS?2, los resultados de los estudios sobre exposicion
a contaminacion atmosférica durante el embarazo y su
relacion con el desarrollo fetal y del nifio pequefio, aun-
que indicativios de causalidad, no son concluyentes.
Tanto en dicha revisidbn como en otros trabajos se con-
cluye que se necesita mas investigacion en este
campo?®, y se indican prioridades como confirmacion
de efectos reproductivos, identificacion del periodo mas
vulnerable de exposicion, contribuciéon de los distintos
contaminantes, clarificacién de los mecanismos biol6-
gicos involucrados y examen del posible efecto a largo
plazo de las exposiciones durante el embarazo?S.

Entre las limitaciones mas importantes de algunos
de los estudios realizados se encuentran los problemas
para asignar la exposicién individual, la evaluacién del
crecimiento fetal y el control de los posibles factores de
confusion y/o modificacién de efecto. En el protocolo

Gac Sanit. 2007;21(2):162-71

168



Esplugues A et al. Exposicién a contaminantes atmosféricos durante el embarazo y desarrollo prenatal y neonatal:
protocolo de investigacion en el proyecto INMA (Infancia y Medio Ambiente)

de INMA se han incluido planteamientos diferentes para
evitar dichas limitaciones; éstas permiten un disefio pros-
pectivo, lo que constituye una ventaja evidente. Ade-
mas, en el caso de las exposiciones durante el emba-
razo, su relacioén con el desarrollo fetal y perinatal se
puede evaluar en un plazo no excesivamente largo.

El protocolo presentado permite una evaluacién de
la exposicién individual en los sujetos a estudio. Asi,
las mediciones de contaminantes atmosféricos rele-
vantes (particulas, HAP, NO,, COV y 0zono) se evallan
conjuntamente con la informacion de las concentraciones
en ambientes interiores y del lugar de trabajo y se cons-
truyen matrices de exposicién individual. El uso de in-
formacion de SIG con datos obtenidos de manera con-
tinuada a lo largo del tiempo permite asignar diferentes
indicadores de exposicion segun distintos momentos del
embarazo, con el fin de identificar los momentos de
mayor susceptibilidad.

La modelizacioén del crecimiento fetal mediante el
uso de la informacion de ecografias seriadas permite
tener en cuenta el potencial de crecimiento de cada nifio
sobre la base de los factores fisiol6gicos que actldan
en las distintas facetas del mismo. De ese modo, se
puede distinguir entre los niflos de bajo peso constitu-
cionales de aquellos cuyo crecimiento ha presentado
un retraso durante la etapa fetal.

En tercer lugar, el disefio utilizado permite la ob-
tencién de informacién individual necesaria para con-
trolar distintos factores de confusion y/o de modifica-
cion de efecto que podrian distorsionar la relacién
observada entre contaminacién y los efectos en el de-
sarrollo fetal, en particular la exposicién a otros téxicos,
el estado nutricional y los factores socioeconémicos y
laborales.

Por otro lado, las diferentes cohortes que conforman
el estudio INMA aportan un nimero razonable de par-
ticipantes, con una potencia suficiente para el contraste
de hipétesis comprobadas, asi como una heteroge-
neidad en las caracteristicas ambientales y sociode-
mograficas de las poblaciones a estudio.

Junto a las ventajas citadas nuestro estudio también
presenta algunas limitaciones respecto a otros estudios.
En la actualidad hay algunas cohortes que han esta-
blecido un protocolo muy completo para la evaluacion
de la exposicion. Asi, en algunas cohortes llevadas a
cabo en Nueva York por la Universidad de Columbia (Es-
tados Unidos)2°#° o en Polonia por Jedrychowski et al®®
se utilizan captadores personales para la determinacién
de la exposicién individual a particulas finas (PM,s), me-
dicién que no hemos podido incluir en nuestro estudio.
Ademés, algunas han utilizado biomarcadores especi-
ficos de exposicion a HAP, como los aductos de
ADN*'“2_ Este tipo de marcadores se considera de elec-
cion para la exposiciéon a HAP. La determinacién de
1-hidroxipireno utilizada en nuestro estudio tiene la ven-
taja de realizarse en orina y, por tanto, no es invasiva,

pero la desventaja de ser un marcador valido Unicamente
para exposicién reciente. Por ultimo, queda por deter-
minar si en nuestro estudio se podran llevar a cabo téc-
nicas para la determinacion de marcadores de efecto,
como el dafo oxidativo, que se evalian mediante la
8-oxodesoxiguanosina y el ensayo cometa®.

Otra limitacién de nuestro estudio puede derivarse
del nimero de personas relativamente bajo en com-
paracién con otros estudios. Esto podria ser importante
para efectos raros, como malformaciones congénitas
o cancer (en principio no incluidos entre los objetivos)
0 asociaciones de magnitud baja. En efecto, hay otros
estudios en marcha, como las cohortes Avon Longitu-
dinal Study of Parents and Children (ALSPAC)*, The
Danish National Birth Cohort*, etc. Sin embargo, a di-
ferencia del estudio INMA, la evaluacién de la exposi-
cién a contaminantes atmosféricos durante el embarazo
se basa Unicamente en la utilizaciéon de datos secun-
darios o en las respuestas del cuestionario. Para el fu-
turo esta prevista la puesta en marcha de cohortes nu-
merosas, como la National Children Study en Estados
Unidos* o la francesa, Etude longitudinale frangaise de-
puis I'enfance (ELFE)* . Esta Ultima esta en desventa-
ja con nuestra cohorte, ya que no podra evaluar direc-
tamente exposicién en el embarazo, pues la seleccién
de participantes comenzara con el nacimiento.

Un ultimo aspecto, aun por concretar, se refiere a
la determinacién de marcadores genéticos que permi-
tan evaluar la susceptibilidad genética. Este y otros as-
pectos, como la colaboracién con otras cohortes exis-
tentes en el ambito internacional, son temas que cabe
considerar en un futuro proximo. En definitiva, a pesar
de algunas limitaciones ya comentadas, el proyecto
INMA presenta ventajas sustanciales para la evaluacién
del impacto de exposicién a contaminacion atmosféri-
ca durante el embarazo y el desarrollo prenatal y ne-
onatal. Por todo ello, este proyecto ofrece una oportu-
nidad Unica para estudiar un factor ambiental que puede
afectar a la salud de los nifios. Sus resultados pueden
ser de interés para la puesta en marcha de programas
de prevencion en salud publica.
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