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ABSTRACT

Several studies have examined the association between prenatal exposure to organophosphate and
pyrethroid pesticides and their impact on foetal growth and newborn anthropometry; however,
the available evidence is limited and inconclusive. This study examined whether prenatal
organophosphate and pyrethroid pesticide exposure was associated with anthropometric measures
at birth (weight, length, head circumference), ponderal index, gestational age, and prematurity in
537 mother-child pairs. These were randomly selected from the 800 pairs participating in the
prospective birth cohort GENEIDA (Genetics, early life environmental exposures and infant
development in Andalusia). Six non-specific organophosphate metabolites (dialkylphosphates,
DAPs), one metabolite relatively specific to chlorpyrifos (3,5,6-trichloro-2-pyridinol, TCPy) and
a common metabolite to several pyrethroids (3-phenoxybenzoic acid, 3-PBA) were measured in
maternal urine from the Ist and 3rd pregnancy trimesters. Information on anthropometric
measures at birth, gestational age and prematurity was retrieved from medical records. The sum
on a molar basis of DAPs with methyl (XDMs) and ethyl (XDEs) moieties and the sum of the 6
DAPs metabolites (XDAPs) was calculated for both trimesters of pregnancy. High urinary levels
of dimethyl phosphate (DMP) during the 3™ trimester were associated with a decrease in birth
weight (p= -0.24; 95% CI: -0.41; -0.06) and birth length (B= -0.20; 95% CI: -0.41; 0.02).
Likewise, ZDMs during 3rd trimester were near-significantly associated with decreased birth
weight (= -0.18; 95% CI: -0.37; 0.01). In turn, increased urinary TCPy during 1* trimester was
associated with a decreased head circumference (f= -0.31; 95% CI: -0.57; -0.06). Finally, an
increase in 3-PBA in the 1* trimester was associated with a decreased gestational age (B=-0.36
95% CI: -0.65 -0.08), whereas increased 3-PBA at 1% and 3™ trimester was associated with
prematurity. These results indicate that prenatal exposure to organophosphate and pyrethroid
insecticides could affect normal foetal growth, shorten gestational age and alter anthropometric

measures at birth.

Keywords: prospective birth cohort, birth anthropometry, gestational age, ponderal index,

prematurity, organophosphate pesticides, pyrethroid pesticides.



1. Introduction

Optimal foetal development is achieved through a complex process in which cell growth and
division takes place and leads to a newborn that fully expresses its genetic potential. This process
is regulated by genetic, maternal and placental factors, which enable normal foetal development.
The alteration of any one of these factors could interfere with the normal process of foetal growth
(Sacks et al., 2004). Maternal factors include the environment to which the mother is exposed
during gestation (i.e. alcohol consumption, smoking, stress, exposure to chemical environmental
contaminants, etc.), maternal illnesses during pregnancy (i.e. diabetes, hypertension or viral
illnesses), and maternal under- or over nutrition. All these factors are not only capable of limiting
foetal growth, but may also impair foetal development which could contribute to the emergence
of pathologies during adult life (Padmanabhan et al., 2016). According to some studies, genetic
factors are implicated in 30 to 50% of cases of delayed foetal growth, while environmental factors
are implicated in the rest. Nonetheless, the interaction between genetic and environmental factors

may also contribute to alterations in foetal growth (Schettler et al., 1999).

Birth weight is an important indicator of health during the perinatal stage and throughout life.
Foetuses with abnormal growth present a higher risk of perinatal morbidity and mortality (Kamai
et al., 2019).). Some studies suggest that both low and high birthweight increase the risk of
dysfunction in the short-, medium- and long-term and subsequently lead to some of the main
health issues seen throughout the world, such as, diabetes, obesity, hypertension, cardiovascular
diseases, autoimmune diseases, neurodevelopmental issues and neurodegenerative disorders
(Pinos et al., 2021). In Andalusia (South Spain), 36.8% of all infant deaths occurring in 2018 were
due to issues originating during the perinatal period, including disorders emerging during the
period of gestation and foetal growth, delayed foetal growth, foetal malnutrition, extreme

immaturity, and extremely low birthweight (Children's Observatory in Andalusia. 2019).



Pesticides are among the environmental contaminants associated with a higher risk of low birth
weight or intrauterine growth retardation (Windham et al., 2008). Almeria (South-East corner of
Spain) is a province with high agricultural activity, and Western Almeria presents the largest
surface area for greenhouse cultivation in the province. According to the Andalusian Ministry of
Agriculture, 7,539.38 tonnes of pesticides were used in the province in 2019. This is equivalent
to 46.56% of overall annual consumption in Andalusia (Ministry of Agriculture, Livestock,

Fisheries and Sustainable Development., 2019).

Organophosphate pesticides along with pyrethroid insecticides are widely used throughout the
world in agriculture and for pest control in the domestic setting. Further, pyrethroids have been
replacing the more toxic organophosphorus compounds due to their lower toxicity (Shafer et al.,
2005). Little is known about the potential short- and long-term effects of prenatal exposure to
organophosphate and pyrethroid pesticides on the foetus. This is considered to be of high
important due to the capacity of these substances to cross the placental barrier, as observed in
various studies in which these metabolites have been found in cord blood, placental biopsies,
amniotic fluid or meconium (Personne et al., 2021; Koutroulakis et al., 2014; Whyatt et al., 2009;

Perera et al., 2003; Bradman et al., 2003).

Various studies have observed that exposure to organophosphate and pyrethroid pesticides before
and during pregnancy negatively impacts foetal growth and increases the risk of giving birth to
children with a low birth weight (Naksen et al., 2015; Zhang et al., 2014; Rauch et al., 2012;
Hanke et al., 2003), decreases the length of newborns (Whyatt et al., 2004), shortens gestational
length (Rauch et al., 2012; Wang et al.,, 2012; Eskenazi et al., 2004) and reduces head

circumference (Berkowitz et al., 2004).

To the best of our knowledge, few studies have addressed the association between exposure to
organophosphate pesticides and foetal growth measured through birth anthropometry and

gestational age, and existing evidence is inconclusive. Inconsistency across studies is mainly



related to the methodological approach used by the studies, such as assessment of exposure at
different time windows during the pregnancy, treatment of left-censored data, different study
populations (geographical origin, ethnicity, sex distribution) and adjustment of statistical models

by different confounders, among others.

The main aim of the present study was to analyse the association between exposure to
organophosphate pesticides, as measured through its 6 non-specific urinary metabolites
(dialkylphosphates (DAPs)), a relatively specific metabolite of chlorpyrifos (3,5,6-trichloro-2-
pyridinol (TCPy)), and a non-specific metabolite of pyrethroids (3-phenoxybenzoic acid (3-

PBA)) with anthropometry at birth.

2. Materials and Methods

2.1. Design, study sample and study population

The sample size was initially calculated for the current study using GPower software. We
considered information reported in Eskenazi et al. (2004), where a significant association
between prenatal exposure to DAPs and head circumference at birth was observed (B=
0.32; p-value= 0.03). The sample size required to replicate this beta coefficient, for an
alpha = 0.05 and power= 0.9, and the same number of predictors, was, as minimum,
n=536. On this basis, the study was conducted on a sub-sample of 537 mother-child pairs
randomly selected from 800 pairs participating in the prospective birth cohort GENEIDA
(Genetics, early life environmental exposures and infant development in Andalusia)

[https://www.easp.es/web/geneida/].

Participating pregnant women were recruited from Hospital El Poniente (El Ejido,

Almeria), which is the reference hospital of the district in which the study population



resided. Data gathering was initiated in April 2014 and continued until November 2017.
Participating women were recruited at first trimester of pregnancy. Their first routine
appointment within the Obstetrics Service was capitalised on for recruitment. Pregnant
women were followed-up in this Service throughout their entire pregnancy up until
delivery. Exclusion criteria restricted participation in the present study to women who
were under 16 years of age, pregnant with twins, had become pregnant via in vitro
fertilisation techniques (IVF), suffered from a chronic illness prior to pregnancy (e.g.,
hypo- or hyperthyroidism, diabetes, cancer at any site, lung, kidney and liver diseases,
heart disease, among others) and being under medical treatment, planned to give birth

outside of the hospital or had language barriers.

2.2. Determination of Organophosphate metabolites (DAPs, TCPy) and pyrethroid (3-PBA)

metabolites

During hospital appointments at the 1% and 3™ pregnancy trimesters (13,2 and 35,9 gestational
weeks on average, respectively), first morning urine samples were collected at home using sterile
polypropylene containers and taken to the hospital the same day as their morning appointment.

Once obtained, samples were aliquoted into 5 mL tubes and stored at -80° C until analysis.

A total of six dialkylphosphate metabolites were analysed: dimethyl phosphate (DMP), dimethyl
thiophosphate (DMTP), dimethyl dithiophosphate (DMDTP), diethyl phosphate (DEP), diethyl
thiophosphate (DETP), diethyl dithiophosphate (DEDTP), 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCPy; a
metabolite of chlorpyrifos, chlorpyrifos-methyl and triclopyr) and 3-phenoxybenzoic acid (3-

PBA; a common metabolite of several pyrethroids).

2.2.1. Sample preparation and instrumental analysis



Urine samples were shipped on dry ice to the Toxicology Unit (University Las Palmas de Gran
Canaria (ULPGC), Canary Islands, Spain) for subsequent analyses. Upon arrival, urine samples
were stored at —80 °C until analysis. Samples were thawed at 4°C, homogenized, and centrifuged

before the analysis.

The extraction consisted of a Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged & Safe (QuEChERS)-based
method optimized and validated in ULPGC laboratory. Briefly, 2 mL of urine and 100 pL of B-
glucuronidase were added into a 15 mL centrifuge tube, mixed, and allowed to incubate at 37 ° C
overnight. Then, samples were vortexed and centrifuged at 4200 rpm x 5°C for 5 min in a 5804
R Eppendorf centrifuge (Eppendorf, Hamburg, Germany). The supernatant was decanted into a
new tube and 2 mL of ACN-2% formic acid (FA) was added and shaken for 1 min. Next, 1.2 g
MgS0O4 and 0.3 g CH3COONa were added, shaken vigorously for 1 min, and centrifuged again
at the same parameters. The extract was subjected to a clean-up process with 50 mg C18 and 300
mg MgSO4, energetically shaken for 1 min, and centrifuged as the previous step. The supernatant
was then filtered through 0.22 pm Chromafil® PET filters (Macherey-Nagel, Diiren, Germany),
and 1 mL was evaporated at 35°C for 2:30 h using a vacuum concentrator RVC 2-25 CD plus
(Christ, Germany). Finally, it was reconstituted with 100 pL of a MeOH: Water (10:90) solution

and transferred to a chromatography amber glass vial.

Samples were analysed by LC-MS/MS on an Agilent 1290 UHPLC coupled to an Agilent 6460
mass spectrometer. The chromatographic separations were performed using a Poroshell 120 EC-
C18 2.1 x 100 mm, 2.7 pm with a Poroshell Guard pre-column of the same characteristics and a
length of 2.1 x 5Smm (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA, USA). The mobile phase
consisted of 0.1% formic acid in water (A), and methanol (B). A binary gradient using mobile
phases A and B was programmed as follows: 0 - 2 min, 10% B; 2 - 4 min, 20% B; 4 - 8 min, 40%
B; 8 - 10 min, 50% B; 10 - 12 min, 60% B; 12 - 14.20 min, 80% B; 14.20 - 16 min, 100% B; 16
- 18 min, 10%B. The flow rate was set at 0.3 mL/min. The injection volume was 10 pL. The

column oven temperature was set at 40° C. Total run time was 18 min. MS/MS analyses were



performed using the Agilent Jet Stream Electrospray Ionization Source (AJS-ESI) in positive
ionization and dynamic multiple reaction monitoring (dAMRM) mode. Nitrogen provided by Zefiro
40 nitrogen generator (F-DGSi, Evry, France) was used as drying and desolvation gas. Nitrogen

6.0 (99.9999% purity, Linde, Dublin, Ireland) was used as collision gas.

Limits of detection (LOD) were as follows: 0.15 pg/L for DMP, DMTP, and DMDTP, and 0.10

ug/L for DEP, DETP, DEDTP, TCPy and 3-PBA.

Creatinine concentrations were determined by Jaffe method (Jaffe et al., 1886).

2.3. Anthropometric measurements and gestational age

Anthropometric measures at birth (weight, length, head circumference) and gestational age were
obtained from the hospital’s clinical records. Prematurity was established from gestational age
(delivery <37 weeks of gestation). Further, the ponderal index was calculated using the following
formula: (birthweight (grams) x 100)/(Iength (cm))*3 (Komaroff, 2017). Gestational age was
estimated from the date of the last menstrual period (DLP). To gage this, pregnant women were
asked to recall this date during their visit to the obstetrician during the 1st trimester of pregnancy
(self-reported DLP). Following this, the obstetrician estimated operational DLP via ultrasound
according to measurement of foetal crown-rump length (CRL). For cases in which self-reported
DLP and that obtained by ultrasound differed by more than 7 days, the value determined by the

ultrasound was selected for use.

Specific z-scores for weight, length and head circumference at birth were calculated. To this end,
standardised foetal growth charts and newborn growth charts were used adjusted according to
gestational age and infant sex, as calculated in the INTERGROWTH-215T project (Villar et al.,

2014).



Newborns were classified as a function of gestational age as either premature (born alive prior to

37 weeks of gestation) and full term (born alive between 37 and 42 weeks of gestation).

2.4. Data collection

All female participants were administered two questionnaires during their clinic appointments
scheduled at the 1% and 3™ trimester of pregnancy. The first gathered information on: a)
demographic data and socioeconomic characteristics, b) working life and occupational exposure,
¢) exposure at home and living environment, d) obstetric history, and ¢) prior illnesses and drug
use. The second questionnaire was a food frequency questionnaire based in a previously validated
questionnaire for Spanish population (Vioque et al., 2013) and adapted for Andalusian population.
This questionnaire has been validated within our study population (Hinojosa-Nogueira et al.,
2021) and is composed of a list of 119 foods and nine options pertaining to consumption
frequency. This questionnaire was also made up of items around alcohol consumption habits,

vitamin supplementation and the preparation and cooking of foodstuffs.

Questionnaires administered in the 1% trimester of pregnancy collected information on the 6
months prior to pregnancy and up until the time of data collection, while questionnaires applied
in the 3" trimester gathered information from the time of administration during the 1% trimester

(general and FFQ) up until administration during the 3™ trimester.
In addition to the information collected via the questionnaires, participants’ clinical history was
accessed in order to gather information on illnesses and obstetric complications due to pregnancy

and labour.

2.5. Statistical analysis



Sociodemographic characteristics of the study population are described according to mean and
standard deviation, in the case of continuous variables, and absolute (n value) and relative (%)

frequencies, in the case of categorical variables.

The sum of urinary concentrations of the six dialkylphosphate metabolites (ZDAPs) was
calculated at the Ist and 3rd trimesters of pregnancy. Concentrations below the LOD were
imputed by assigning random values that followed a uniform distribution between 0 and LOD.
All metabolite concentrations were then converted to molar concentrations (nmol/L) using their
respective molecular weights to improve their fit to a normal distribution (Eskenazi, 2004). Then,
summary of the 6 dialkylphosphates (XDAPs) and of the metabolites with methyl (XDMs) and
ethyl (EDEs) moieties were calculated for the 1% and 3™ trimester of pregnancy. Finally,

metabolite concentrations were adjusted for creatinine levels (nmol/g creatinine).

The arithmetic and geometric mean and percentiles (50, 75 and 95) were calculated for
concentrations pertaining to each dialkylphosphate metabolite, ZDAPs, ¥DMs, DEs, TCPy and
3-PBA during the 1° and 3™ trimester of pregnancy. However, only data above the LOD was

reported.

Bivariate and multivariate generalized linear models (GLM) were performed to evaluate the effect
of prenatal exposure to OP pesticides and pyrethroids on birth outcomes, taking as dependent
variables the specific z-scores (calculated for anthropometric measures at birth), ponderal index,
gestational age and prematurity, and as independent variables the concentration of individual
dialkylphosphate metabolites (dichotomised as a function of LOD), £DAPs, ¥DEs, XDMs, as
well as TCPy and 3-PBA levels (also dichotomised as a function of LOD) in the mother’s urine
collected at first and third trimester of pregnancy. Generalized estimating equation (GEE) was
used to analyse the association between repeated measures of prenatal exposure and birth
outcomes (Sanchez et al., 2011). Sex-stratified analysis were conducted if the results for the

interaction term “exposure x sex” were statistically significant in order to identify sex-specific



effects. For an accurate estimation of the exposure, creatinine levels were handled as an adjusting
variable in the multivariate models instead of correcting urine metabolite concentrations by

creatinine levels, according to previous evidence (Mage et al., 2004).

Potential confounders were identified based on the findings of previous studies that evaluated the
association between exposure to organophosphate and/or pyrethroid pesticides and the outcomes
of interest (anthropometry at birth, ponderal index, gestational age and prematurity), alongside
the biological plausibility of these associations. The following confounders and covariates were
taken into account to adjust the multivariate models: mother’s age (continuous), marital status
(married or stable partner, single, separated or divorced, widowed, others), mother’s highest
educational attainment (primary school, secondary school and university studies), body mass
index (BMI), ethnicity (European whites and others), family’s monthly income (<€1000, €1000-
2000, €2001-3000 and >€3000), BMI prior to pregnancy (continuous), weight gain during
pregnancy (continuous), smoking (did not smoke, smoked during the 1st trimester, smoked during
pregnancy), alcohol consumption during pregnancy (continuous; g/day), second hand smoke
(yes/no), physical exercise (yes/no), occupational/para-occupational exposure to pesticides
(yes/mo), , week of gestation at first obstetrician appointment (continuous), total folate intake
during pregnancy (a continuous variable calculated as supplemental folic acid +0.6 * folate intake
from food pg/day), parity (0: primiparous, >1 multiparous), repeat abortions (yes/no), type of
delivery (caesarean section, assisted vaginal delivery, spontaneous vaginal delivery) and season
of conception (winter, spring, summer, autumn). Complications during pregnancy (preeclampsia,
gestational diabetes and/or hypertension) were not considered when fitting the models due to their
role as mediators through a causal pathway between exposure to organophosphates and
anthropometry at birth. This was done to avoid potential bias in observed associations (Wilcox et

al., 2011).

Models were adjusted for a minimal sufficient set of confounders identified a priori using a

directed acyclic graph [DAG] (DAGitty software v3.0) (Figure 1). Two covariates (weight gain



and maternal smoking during pregnancy) were also used to adjust models as they modified

significantly p coefficients by at least a 10%.

Statistical significance was set at p < 0.05. All statistical analyses were performed using IBM

SPSS statistics v. 21 and R software.

Figure 1. Direct acyclic graph reporting the potential relationship between the exposure and effect
variables and covariates.
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3. Results

Table 1 presents characteristics pertaining to all the mothers and newborns offspring participating
in the present study. The mean age of the mothers was 31 years, 94.8% of participants were of
European white ethnicity and only 26.4% had undertaken university studies, and 62.4% had a

family’s monthly income below 2000 €. The majority of women did not smoke during gestation



(82.1%) and 40.1% were occupationally or para-occupationally exposed to pesticides during
pregnancy. Mother’s average BMI prior to pregnancy was 24.18 kg/m? and average weight gain

during pregnancy was 11.25 kg.

With regards to newborns, the majority were male (53.3%), and the average weight and length at
birth was 3302.72 g and 50.65 cm, respectively. The mean of gestational age was 39.82 weeks

and only 2.8% of infants were born prematurely.

Table 1. Main characteristics of mother-child pairs of the GENEIDA birth cohort (n=537).

Characteristic No. (%), mean = SD

Maternal characteristics

Maternal age 31.26 +4.76
Maternal ethnicity

White 509 (94.8%)
Others 28 (5.2%)
Marital status

Married or stable partner 506 (94.2%)
Single 26 (4.8%)
Separated or divorced 2 (0.4%)
Widowed 1 (0.2%)
Others 2 (0.4%)
Family’s monthly income

<1000 87 (16.2%)
1000-2000 248 (46.2%)
2001-3000 160 (29.8%)
>3000 42 (7.8%)
Education

Primary education 261 (48.6%)
Secondary education 134 (25.0%)
Higher education 142 (26.4%)

Occupational/Para-occupational
exposure to pesticides during pregnancy

Yes 217 (40.4%)



No

Season of conception
Winter

Spring

Summer

Autumn

Maternal Smoking

320 (59.6%)

133 (24.7%)
146 (27.0%)
124 (23.0%)
136 (25.3%)

Non-smoker 441 (82.1%)
Smoker (only 1st trimester) 23 (4.3%)
Smoker during pregnancy 73 (13.6%)
Pregnancy Weight gain (Kg) 11.25 £ 5.61
Infant characteristics

Infant sex

Male 286 (53.3%)
Female 251 (46.7%)
Gestational age (weeks) 39.82 £1.35
Birth weight (g) 3302.72 +446.07
Birth length (cm) 50.65+2.11
Head circumference (cm) 3375+ 1.54
Ponderal index 2.54+£0.25
Prematurity

Yes 15 (2.8%)
No 522 (97.2%)

Mean urine concentrations and percentiles (50, 75 and 95) of six dialkylphosphates metabolites,
YDAPs, DMs and ZDEs, TCPy and 3-PBA during the first and third trimesters of pregnancy are
shown in table 2. The concentrations of these metabolites are presented as pg/L, ug/g creatinine,
nmol/L and nmol/g creatinine to enable comparison with other studies. Geometric means for urine
levels of DMP, ZDAPs and £DMs during the 1% trimester were 1.70, 6.23 and 10.27 nmol/L (1.87,
6.82 and 11.26 nmol/g creatinine), respectively. The corresponding concentrations for the 3™

trimester were 2.05, 7.12 and 10.84 nmol/L (2.71, 9.41 and 14.33 nmol/g creatinine), respectively.



Table 2. Concentrations of dialkylphosphate metabolites, 3-PBA and TCPy, in maternal urine samples from the first (n=529) and third trimester (n=503) of
pregnancy in the GENEIDA cohort.

First trimester

Third trimester

Pesticide metabolites %<LOD Mean GM Min>LOD P50 P75 P95 Max. %<LOD Mean GM Min>LOD P50 P75 P95 Max.
DMP (ng/L) 48.8 0.49 021 0.30 0.32 0.89 140 1.54 48.8 0.54 0.26 0.30 044 096 142 1.54
DMTP (pg/L) 63.1 0.50 < 0.16 < 0.58 1.87 1154 63.1 0.56 < 0.19 < 0.61 2.17 19.46
DMDTP (ng/L) 78.3 0.40 < 0.32 < < 1.93 11.68 78.3 0.41 < 0.35 < < 227 15.21
DEP (ug/L) 86.2 0.42 < 0.23 < < 3.02 893 86.2 0.46 < 0.39 < < 2.32 13.23
DETP (ng/L) 78.1 0.52 < 0.18 < < 245 2532 78.1 0.24 < 0.43 < < 1.32 8.17
DEDTP (ug/L) 92.6 0.11 < 0.36 < < 0.67 1.49 92.6 0.11 < 0.32 < < 043 5.92
3-PBA (pg/L) 79.4 0.33 < 0.25 < < 1.36  33.14 79.4 0.21 < 0.37 < < 1.28 6.77
TCPy (ug/L) 77.7 0.25 < 0.11 < < 1.18 1147 77.7 0.22 < 0.11 < < 1.13  11.69
DMP (pg/g creatinine) 48.8 0.69 0.24 0.30 0.31 0.89 251 8.06 48.8 0.92 0.34 0.53 0.55 1.38 290 1048
DMTP (ug/g creatinine) 63.1 0.56 < 0.27 < 0.56 2.53 1890 63.1 0.81 < 0.44 < 0.79 342 20.14
DMDTP (ug/g creatinine) 78.3 0.51 < 0.40 < < 225 18.31 78.3 0.64 < 0.27 < < 3.62 29.76
DEP (ng/g creatinine) 86.2 0.60 < 0.38 < < 3.64 2994 86.2 0.76 < 1.81 < < 425 18.48
DETP (ug/g creatinine) 78.1 0.82 < 0.42 < < 342 49.89 78.1 0.31 < 0.14 < < 1.37 11.61
DEDTP (pg/g creatinine) 92.6 0.17 < 0.41 < < 0.59 15.10 92.6 0.17 < 0.27 < < 0.54 6.67
3-PBA (ng/g creatinine) 79.4 0.42 < 0.30 < < 1.55 47.34 79.4 0.29 < 0.17 < < 1.60 7.67
TCPy (ng/g creatinine) 77.7 0.28 < 0.21 < < 1.15  12.70 77.7 0.29 < 0.17 < < 1.36  10.26
DMP (nmol/L) 48.8 3.85 1.70 2.38 2.54 7.06 11.11 1222 443 4.29 2.05 2.38 349 7.62 11.25 1222
DMTP (nmol/L) 63.1 3.52 < 1.13 < 4.08 13.16 81.21 52.9 3.91 < 1.34 < 429 15.27 136.95
DMDTP (nmol/L) 78.3 3.17 < 2.54 < < 1531 92.67 84.1 3.27 < 2.78 < < 18.01 120.67
DEP (nmol/L) 86.2 2.73 < 1.49 < < 19.56 57.92 76.1 2.97 < 2.53 < < 8.56 85.82
DETP (nmol/L) 78.1 3.05 < 1.06 < < 14.39 148.7 90.5 1.38 < 2.53 < < 13.61 47.98
DEDTP (nmol/L) 92.6 0.60 < 1.93 < < 359 797 94.4 0.6 < 1.71 < < 2.29 31.78
YDAP (nmol/L) 28.9 1054 623 1.27 6.43 12.10 27.17 129.29 20.9 1146 7.12 1.34 722 12.14 32.83 267.86
2DE (nmol/L) 67.3 6.37 < 1.49 < 6.06 27.81 180.91 67.4 4.95 < 2.29 < 433 21.73 97.07
¥DM (nmol/L) 22.1 1691 1027 1.27 9.68 18.73 57.40 188.68 14.7 1642 10.84 1.34 9.44 16.75 45.77 268.83
3-PBA (nmol/L) 79.4 1.54 < 1.17 < < 6.33  154.70 86.1 0.96 < 1.73 < < 597 31.6
TCPy (nmol/L) 77.7 1.26 < 0.55 < < 595 57.80 82.3 1.10 < 0.55 < < 5.68 58.91



DMP (nmol/g creatinine)
DMTP (nmol/g creatinine)

DMDTP (nmol/g creatinine)
DEP (nmol/g creatinine)
DETP (nmol/g creatinine)

DEDTP (nmol/g creatinine)

YDAPs (nmol/g creatinine)
2DEs (nmol/g creatinine)
>DMs (nmol/g creatinine)
3-PBA (nmol/g creatinine)

TCPy (nmol/g creatinine)

48.8
63.1

78.3
86.2
78.1

92.6

28.9
67.3
22.1
79.4

71.7

5.46
3.97

4.01
3.90
4.82

0.92

13.45
9.64
23.09
1.95

1.41

1.87

<
<
<
<

<

6.82
<
11.26
<

<

1.25
0.57

1.23
0.60
0.89

1.15

0.75
0.82
1.17
0.54

0.26

249 7.10
< 396
< <

< <

< <

< <
795 1591
< 632
11.59 25.08
< <

< <

19.92
17.83

17.89
23.62
20.07

3.16

43.97
53.17
85.14
7.26

5.79

63.95
133.00

145.23
194.22
292.98

80.81

322.27
490.27
498.96
221.00

64.01

443
529

84.1
76.1
90.5

94.4

20.9
67.4
14.7
86.1

82.3

7.27
5.68

5.08
4.96
1.85

0.90

18.02
7.71
25.73
1.36

1.48

2.71

9.41

14.33
<

<

2.00
1.07

2.89
1.89
2.06

1.06

1.62
2.26
2.75
1.14

0.61

4.38 10.96 23.08
< 5.56 24.09

< < 28.73
< < 27.58
< < 8.06

< < 2.89

10.50 21.60 57.94
< 7.08 39.81
15.70 30.84 78.79
< < 7.47

< < 6.85

83.11
141.77

236.13
119.86
68.16

35.67

392.41
147.65
397.54
35.80

51.73

LOD: Limit of detection (0.15 pg/L for DMP, DMTP, and DMDTP; 0.10 pg/L for DEP, DETP, DEDTP, TCPy and 3-PBA)

GM: Geometric mean

Min>LOD: minimum value detected above LOD

% < LOD percentage below LOD

*£DAPs=~DEs + £ZDMs; X DMs= DMP + DMTP + DMDTP; ~DEs= DEP + DETP + DEDTP.



Table 3 presents results of the association between anthropometric measures at birth, gestational
age and prematurity and XDAPs, XDMs and XDEs urine levels during pregnancy. Birth weight
was found to be near-significantly and inversely associated with urine XDMs concentration during
the third trimester (B= -0.18; 95% CI: -0.37; 0.01). Prenatal £DEs exposure during the 3rd
trimester of pregnancy was marginally associated with higher length at birth (B= 0.15; 95% CI: -
0.02;0.32). GEE models revealed that increased ZDAP levels were significantly associated with
a smaller head circumference in boys (B= -0.32; 95% CI: -0.62; -0.01) but not in girls. No
significant associations were observed between > DAPs in the 1% trimester of pregnancy and
anthropometric measurements at birth, as well as between XDAPs, XDMs and XDEs and

gestational age and prematurity.



Table 3. Associations between prenatal concentration of dialkylphosphates in maternal urine (Log10) and anthropometry at birth, gestational age and prematurity.

1t trimester* 3 trimester* All pregnancy™ in tesrz):tion All pregnancy® All pregnancy®
(n=529) (n=503) (n=494) term™ models-boys models-girls
Variables Metabolites Pagj (95% CI) p-value Pagj (95% CI) p-value| B.g (95% CI) p-value p-value Bagj (95% ClI) p-value Bagj (95% CI) p-value
ZDAPs -0.11  (-0.29;0.06)  0.209 | -0.07  (-0.28;0.14) 0.523 | -0.12  (-0.29;0.06) 0.189 0.460
Z-Weight* XDMs -0.08  (-0.24; 0.09) 0.369 | -0.18  (-0.37;0.01) 0.067 | -0.07 (-0.23;0.10) 0.428 0.520
ZDEs -0.05 (-0.18;0.08)  0.469 | 0.09 (-0.06;0.23) 0.225 | -0.06  (-0.19; 0.07) 0.337 0.802
TDAPs -0.14 (-0.36;0.07)  0.190 | 0.05  (-0.20;0.31) 0.689 | -0.15 (-0.35;0.05) 0.150 0.035 -0.12  (-0.38; 0.15) 0388 | -0.19 (-0.49; 0.11) 0.215
Z-Length? £DMs -0.15 (-0.35;0.05) 0.146 | -0.06  (-0.29;0.17) 0.612 | -0.13 (-0.32;0.06) 0.177 0.062 -0.04 (-0.30; 0.21) 0.740 | -0.22  (-0.49; 0.05) 0.115
YDEs -0.04 (-0.20;0.12) 0.588 0.15 (-0.02;0.32) 0.089 | -0.06 (-0.21;0.09) 0.454 0.086 -0.12 (-0.31; 0.07) 0.216 -0.01 (-0.25; 0.22) 0.901
TDAPs -0.08 (-0.32;0.16) 0498 | 020  (-0.10;0.49) 0.188 | -0.10 (-0.34;0.14) 0.417 0.071 -0.32 (-0.62; -0.01) 0.046 | 0.14 (-0.20; 0.49) 0.411
Z-HC? YDMs -0.07 (-0.30; 0.16) 0.546 0.21 (-0.06;0.48) 0.123 | -0.09 (-0.31;0.13) 0.437 0.105
XDEs -0.03 (-0.21;0.15) 0.738 0.04 (-0.16;0.23) 0.725 | -0.04 (-0.22;0.13) 0.621 0.017 -0.15 (-0.37; 0.08) 0.203 0.11 (-0.15; 0.37) 0.394
Ponderal XDAPs 0.01  (-0.04;0.05) 0.831 | -0.03  (-0.09;0.02) 0.265 | 0.00 (-0.05; 0.05) 0.975 0.282
I;’l'(‘leib” ELDMs 0.02 (-0.03;0.06) 0.486 | -004 (-0.09;0.02) 0.190 | 0.01 (-0.03;0.05) 0.690 0.210
ZDEs 0.00 (-0.04;0.04) 0965 | -0.01  (-0.05;0.02) 0.471 | 0.00 (-0.04;0.03) 0.844 0.826
Gestational ZDAPs 0.10 (-0.16;0.37)  0.451 | 0.03 (-0.26;0.33) 0.818 | -0.01 (-0.24;0.22) 0.925 0.602
A;:ba tonal v pMs 0.00 (-0.25,0.25) 0978 | 0.02  (-0.25029) 0876 | -0.11 (-0.32;0.11) 0.326 0.436
XDEs 0.11  (-0.09;0.31) 0.267 -0.02 (-0.22;0.18) 0.861 | 0.09 (-0.08; 0.26) 0.308 0.584
ZDAPs 0.45  (0.12;1.56)  0.208 | 0.20 (0.02;1.78) 0.154 | 0.96  (0.27;3.39) 0.955 0.477
Prematurity™ XDMs 0.68  (0.22;2.19)  0.515 | 0.42 (0.06;3.02) 0378 | 1.70  (0.48;5.95) 0.408 0.275
TDEs 0.76 (0.25; 1.90) 0.587 0.54 (0.08;2.27) 0.448 | 0.98 (0.40; 2.39) 0.964 0.880

# Generalized lineal model (GLM)

## Generalized estimating equation (GEE model)

a) Models adjusted for creatinine levels (mg/dl), maternal age, ethnicity, marital status, family’s monthly income, maternal education, exposure to pesticides via a secondary activity, season of conception, weight gain

during pregnancy and smoking.

b) Models adjusted for creatinine levels (mg/dl), infant sex, maternal age, ethnicity, marital status, family’s monthly income, maternal education, exposure to pesticides via a secondary activity, season of conception,
weight gain during pregnancy and smoking.

* Coefficient of association is odds ratio



Table 4 presents adjusted models exploring the associations between anthropometric measures at
birth, gestational age, prematurity and urinary concentrations of each individual diethyl
metabolite (DEP, DETP, DEDTP, DMP, DMTP, DMDTP). Urinary levels of DEP above the LOD
during the third trimester of pregnancy were significantly associated with a greater birth weight
(B=0.19; 95% CI: 0.00; 0.38). However, the GEE model showed a near significant association
between DEP and a smaller birth weight. Moreover, the GEE model showed that DETP levels
above LOD were near-significantly associated with a decreased length at birth in boys (p=-0.27;

95% CI: -0.54; 0.01).

Urinary concentrations of DMP > LOD during the third trimester gave birth to babies with
decreased birth weight ($=-0.24; 95% CI: -0.41; -0.06). Moreover, DMP > LOD during 3rd
trimester was near-significantly associated with decreased birth length (f= -0.20; 95% CI: -
0.41;0.02). Likewise, mothers with urinary concentration of DMTP > LOD during the third
trimester of pregnancy gave birth to babies with larger head circumference at birth (=0.22; 95%
CI: 0.00; 0.44). In contrast, no significant association was found between urine concentrations of
each individual dimethyl alkyl phosphate metabolite during the first trimester of pregnancy and
anthropometric measures at birth. GEE model showed that DMTP levels above the LOD were
associated with a significantly increased risk of prematurity in girls (OR= 17.08; 95% CI: 1.51;

193.41)



Table 4. Associations between prenatal concentration of individual dialkylphosphate metabolites (above vs. below the LOD) in maternal urine and anthropometry at birth, gestational age
and prematurity.

Sex-

1t trimester* 3" trimester* All pregnancy™ interaction All pregnancy #* All pregnancy ##
(n=529) (n=503) (n=494) term™ models-boys models-girls
Variables  Metabolites [B.g; (95% Cl) p-value Bagj (95% Cl) p-value | Bagj (95% Cl)  p-value| p-value Badj (95% Cl) p-value Badgj (95% Cl) p-value
DMP -0.07 (-0.23;0.09) 0.371 -0.24 (-0.41;-0.06) 0.007 |-0.07 (-0.23;0.09) 0.373 0.990
DMTP -0.06 (-0.22;0.10) 0.482 -0.01 (-0.17;0.15) 0.928 |-0.08 (-0.24;0.08) 0.358 0.191
Z-Weight* DMDTP 0.02 (-0.17;0.21) 0.816 -0.12 (-0.33;0.10) 0.290 |0.00 (-0.18;0.18) 0.982 0.947
DEP -0.16 (-0.38;0.07) 0.176 0.19 (0.00; 0.38) 0.046 |-0.20 (-0.42;0.02) 0.068 0.675
DETP -0.02 (-0.21;0.18) 0.876 0.08 (-0.19;0.35) 0.549 |-0.04 (-0.23;0.15) 0.706 0.305
DEDTP 0.09 (-0.21;0.39) 0.561 0.08 (-0.26;0.43) 0.645 |0.13 (-0.13;0.40) 0.320 0.906
DMP -0.06 (-0.25;0.13) 0.524 -0.20 (-0.41;0.02) 0.069 |-0.06 (-0.25;0.13) 0.512 0.031 -0.06 (-0.31; 0.20) 0.653 -0.10 (-0.39; 0.18) 0.479
DMTP 0.01 (-0.19;0.21) 0.922 0.05 (-0.14;0.25) 0.599 |-0.02 (-0.21;0.18) 0.854 0.078 -0.09 (-0.34; 0.16) 0.480 0.10 (-0.20; 0.39) 0.530
Z-Length® DMDTP -0.06 (-0.29;0.17) 0.610 -0.04 (-0.31;0.22) 0.746 |-0.06 (-0.26;0.14) 0.544 0.987
DEP -0.08 (-0.35;0.19) 0.557 0.15 (-0.08;0.38) 0.202 |-0.11 (-0.35;0.12) 0.341 0.079 -0.18 (-0.47; 0.11) 0.226 -0.07 (-0.44; 0.31) 0.725
DETP -0.04 (-0.27;0.19) 0.713 0.25 (-0.08;0.58) 0.136 |-0.09 (-0.30;0.13) 0.430 0.033 -0.27 (-0.54; 0.01) 0.057 0.05 (-0.27; 0.38) 0.749
DEDTP 0.02 (-0.34;0.37) 0.930 0.12 (-0.29;0.54) 0.563 [0.12 (-0.21;0.44) 0.485 0.841
DMP -0.08 (-0.29;0.13) 0.465 -0.01 (-0.25;0.23) 0.924 |-0.09 (-0.31;0.12) 0.399 0.416
DMTP -0.07 (-0.29;0.15) 0.511 0.22 (0.00; 0.44) 0.048 |-0.11 (-0.33;0.11) 0.314 0.575
Z-HC? DMDTP 0.02 (-0.23;0.28) 0.861 -0.06 (-0.36;0.24) 0.701 |-0.02 (-0.28;0.23) 0.869 0.098 -0.10 (-0.43; 0.23) 0.544 0.08 (-0.30; 0.46) 0.687
DEP -0.06 (-0.37;0.25) 0.707 0.15 (-0.11;0.41) 0.257 |-0.04 (-0.34;0.25) 0.774 0.022 -0.12 (-0.49; 0.25) 0.509 0.11 (-0.33; 0.55) 0.633
DETP -0.03 (-0.29;0.22) 0.792 0.07 (-0.30;0.44) 0.715 |-0.06 (-0.32;0.20) 0.641 0.012 -0.24 (-0.58; 0.09) 0.155 0.14 (-0.25; 0.53) 0.483
DEDTP -0.14 (-0.54;0.27) 0.501 0.20 (-0.28;0.67) 0.413 |-0.09 (-0.51;0.33) 0.670 0.307
DMP -0.01 (-0.05;0.03) 0.725 -0.02 (-0.07;0.03) 0.467 |-0.01 (-0.05;0.03) 0.677 0.384
DMTP -0.02 (-0.06;0.03) 0.420 -0.01 (-0.06;0.03) 0.567 |-0.02 (-0.06;0.02) 0.359 0.143
Ponderal DMDTP 0.03 (-0.03;0.08) 0.323 -0.02 (-0.08;0.04) 0.424 |0.01 (-0.04;0.06) 0.606 0.072 -0.01 (-0.08; 0.06) 0.779 0.04 (-0.03; 0.10) 0.255
Index® DEP -0.03 (-0.09;0.03) 0.353 0.02 (-0.03;0.07) 0.513 |-0.04 (-0.09;0.01) 0.153 0.812
DETP 0.01 (-0.04;0.06) 0.711 -0.04 (-0.11;0.04) 0.330 |0.01 (-0.04;0.07) 0.617 0.459
DEDTP 0.04 (-0.04;0.12) 0.376 -0.01 (-0.10; 0.09) 0.897 |0.02 (-0.04;0.08) 0.536 0.211
Gestational DMP -0.03 (-0.27;0.20) 0.770 0.19 (-0.06;0.43) 0.133 |-0.07 (-0.28;0.15) 0.540 0.160
Age® DMTP -0.08 (-0.32;0.17) 0.536 -0.08 (-0.31;0.14) 0.472 |-0.13 (-0.36;0.11) 0.296 0.186




DMDTP
DEP
DETP
DEDTP

DMP
DMTP
DMDTP
DEP
DETP
DEDTP

Prematurity®”

0.10
0.10
0.01
0.38

0.99
0.95
0.84
0.41
1.36

(-0.18;
(-0.24;
(-0.27;
(-0.06;

(0.33;
(0.28;
(0.18;
(0.02;
(0.36;

0.38)
0.44)
0.30)
0.82)
2.99)
2.80)
2.83)
2.21)
4.24)

0.497
0.562
0.932
0.090

0.978
0.924
0.799
0.400
0.614

-0.19
-0.06
0.19
0.09

1.02
0.94
0.76
0.41

(-0.49; 0.11)
(-0.33; 0.20)
(-0.19; 0.57)
(-0.39; 0.57)

(0.20; 6.22)
(0.18; 4.30)
(0.04; 5.22)
(0.02; 2.67)

0.211
0.639
0.321
0.719

0.982
0.939
0.813
0.423

0.00
0.00
0.04
0.31

1.32
3.11
1.25
1.00
141

(-0.27; 0.27)
(-0.31;0.32)
(-0.24; 0.32)
(-0.07; 0.69)

(0.30; 5.68)
(0.61; 15.78)
(0.25; 6.22)
(0.11; 9.43)
(0.26; 7.62)

0.996
0.989
0.763
0.114

0.713
0.171
0.787
1.000
0.688

0.896
0.926
0.542
0.226

0.037
0.054
0.672
0.661
0.742
0.985

2.83
1.45

(0.27; 29.10)

(0.22;

9.68)

0.382
0.703

0.14
17.08

(0.02; 1.05)
(1.51; 193.41)

0.055
0.022

# Generalized lineal model (GLM

## Generalized estimating equation (GEE model)

a) Models adjusted for creatinine levels (mg/dl), maternal age, ethnicity, marital status, family’s monthly income, maternal education, exposure to pesticides via a secondary activity, season of

conception, weight gain during pregnancy and smoking.

b) Models adjusted for creatinine levels (mg/dl), infant sex, maternal age, ethnicity, marital status, family’s monthly income, maternal education, exposure to pesticides via a secondary activity,

season of conception, weight gain during pregnancy and smoking.

* Coefficient of association is odds ratio



Table 5 depicts the adjusted models exploring the associations of anthropometric measures at
birth, gestational age, and prematurity with maternal urinary concentrations of TCPy and 3-PBA
metabolites. TCPy levels above the LOD in the third trimester were near-significantly associated
with increased birth length (f=0.23; 95% CI: -0.02; 0.49). Moreover, urine levels of TCPy above
the LOD in the first trimester were significantly associated with decreased head circumference at
birth, (B=-0.31; 95% CI: -0.57; -0.06). GEE models confirmed this finding, which was limited

only to boys (B=-0.55; 95%CI: -0.85; -0.25).

With respect to the metabolite 3-PBA, levels above the LOD in the first trimester of pregnancy
were significantly associated a reduced gestational age (B=-0.36; 95% CI: -0.65; -0.08). Besides,
urine concentrations of 3-PBA above the LOD in first and third trimester of pregnancy were
significantly and near-significantly associated, respectively, with an increased risk of prematurity
(OR=6.98; 95% CI: 2.32; 22.82 and OR=4.30; 95% CI: 0.74; 21.58), respectively. A significantly
increased risk of prematurity was also observed with the GEE analysis (OR= 8.93; 95% CI: 1.62;

49.23).



Table 5. Associations between prenatal concentrations of 3-PBA and TCPy in maternal urine (above vs. below the LOD) and anthropometry at birth, gestational age and prematurity.

Sex-
1% trimester” 3" trimester® All pregnancy™ . . All pregnancy™
N _ - interaction All pregnancy #
(n=529) (n=503) (n=494) term™ models-boys models-girls
Variables  Metabolites | Bagj (95% Cl) p-value | Pagj (95% Cl)  p-value| Bag; (95% Cl)  p-value| p-value Paaj (95% Cl) p-value Pagj (95% Cl) p-value
7-Weight* 3-PBA 0.00 (-0.20;0.19) 0.963 | 0.04 (-0.19;0.27) 0.753 |0.06 (-0.13;0.25) 0.527 0.183
g TCPy -0.06 (-0.25;0.12) 0.501 | 0.08 (-0.13;0.29) 0.469 |-0.08 (-0.27;0.10 0.382 0.753
Z-Leneth® 3-PBA -0.06 (-0.30;0.17) 0.588 | -0.03 (-0.30;0.25) 0.840 |-0.01 (-0.25;0.23) 0.947 0.491
g TCPy 0.01 (-0.22;0.24) 0.924 | 0.23 (-0.02;0.49) 0.068 |-0.03 (-0.27;0.21) 0.799 0.194
Z-HC? 3-PBA 0.02 (-0.24;0.29) 0.864 | 0.19 (-0.12;0.51) 0.228 |0.07 (-0.21;0.35) 0.616 0.238
TCPy -0.31 (-0.57;-0.06) 0.016 | 0.08 (-0.20;0.37) 0.565 |-0.34 (-0.59;-0.08) 0.010 0.044 -0.55 (-0.85; -0.25) 0.000 |-0.08 (-0.50; 0.35) 0.723
Ponderal 3-PBA -0.01 (-0.06;0.04) 0.688 | 0.01 (-0.06;0.07) 0.825|0.01 (-0.04;0.06) 0.778 0.204
Index® TCPy -0.02 (-0.07;0.04) 0.543 | -0.04 (-0.09;0.02) 0.217 |-0.01 (-0.07;0.04) 0.609 0.508
Gestational 3-PBA -0.36 (-0.65;-0.08) 0.013 | -0.18 (-0.49;0.14) 0.280 |-0.26 (-0.58;0.06) 0.117 0.595
age® TCPy 0.11 (-0.17;0.39) 0.428 | -0.01 (-0.31;0.28) 0.920|0.11 (-0.13;0.36) 0.367 0.621
e 3-PBA 6.98 (2.32;22.82) 0.001 | 4.30 (0.74; 21.58) 0.080 {8.93 (1.62;49.23) 0.012 0.998
Prematurity
TCPy 0.26 (0.01;1.35) 0.201 | 0.88 (0.04; 6.42) 0.914 | - -- - -

# Generalized lineal model (GLM)

## Generalized estimating equation (GEE model)

a) Models adjusted for creatinine levels (mg/dl), maternal age, ethnicity, marital status, family’s monthly income, maternal education, exposure to pesticides via a secondary activity, season of

conception, weight gain during pregnancy and smoking.

b) Models adjusted for creatinine levels (mg/dl), infant sex, maternal age, ethnicity, marital status, family’s monthly income, maternal education, exposure to pesticides via a secondary activity,
season of conception, weight gain during pregnancy and smoking.

* Coefficient of association is odds ratio



4. DISCUSSION

The main aim of the present study was to examine the association between exposure to
organophosphate and pyrethroid pesticides (using maternal urine level of diverse metabolites as
biomarkers of exposure) and foetal growth, as measured via birth anthropometry and gestational
age at birth in the GENEIDA birth cohort. Overall, exposure to organophosphate pesticides during
pregnancy was associated with altered anthropometric measures at birth, and prenatal exposure

to pyrethroids with a decreased gestational age and a greater risk of preterm delivery.

The comparison of the results of our study with those from similar studies is summarized in Table
6. In particular, our study found that increased prenatal levels of sum of dimethyl
metabolites levels of ZDMs and DMP metabolite in the 3rd trimester were associated with
decreased birth weight and increased DMP metabolite with decreased birth length. In contrast,
longitudinal analysis over pregnancy showed that increased levels of DEP were associated with
decreased birth weight and DETP with decreased birth length in boys. On the other hand, TCPy
levels during Ist trimester was associated with a decreased head circumference and also in the
longitudinal analysis over pregnancy (only in boys), while 3-PBA was associated with a shortened

gestational length and with an increased risk of prematurity.

Similar results, and in the same direction, were found by Woods et al. (2017) and Rauch et al.
(2012) for birth weight; however, conflicting findings were reported by other studies which
reported an association between increased levels of diethyl metabolites and decreased birth weight
(Huang et al., 2017; Wolf et al., 2007 and Naksen et al., 2015). As for birth length, Eskenazi et al.
(2004) found a direct association with dimethyl metabolites whereas Huang et al. (2017) found
an inverse association with diethyl metabolites, though this study measured pesticide metabolites

in the second trimester of pregnancy.

In relation to head circumference our study found an inverse association with XDAPs in boys.
Similar results were found in other studies where they also found an inverse associations of head

circumference with dimethyl metabolites (Naksen et al., 2015) and with diethyl metabolites



(Naksen et al., 2015 and Liu et al., 2016). By contrast, Dalsager et al. (2018) found a direct
association with diethyl metabolites, and Eskenazi et al. (2004) with both dimethyl and diethyl
metabolites. Regarding TCPy and head circumference, our results are in agreement with Balalian
et al. (2021), as in both cases an inverse association was found. More controversial findings were
observed for 3-PBA as our study found no association with head circumference, while Huang et
al. (2017) found an inverse association with 3-PBA measured at the third trimester and Zhang et

al. (2014) a direct association but in the first trimester.

Regarding gestational age, the few studies that addressed this outcome also showed conflicting
results. Our study was the only that found an inverse association of gestational age with 3-PBA
and a direct association with prematurity. In contrast, Eskenazi et al. (2004) found an inverse
association with dimethyl metabolites, Wang et al. (2012) an inverse association but with diethyl

metabolites and Nuseir et al. (2021) an inverse association with DEDTP.

All these findings suggest that OP metabolites, to some extent, may alter anthropometric measures
at birth, but the specific measure and the direction of the effect are not consistent across studies.
The main factors underlying these conflicting results may be related to the timing of gestation at
which urine samples were collected, the different approaches used for the identification and
quantification of pesticide metabolites, the different populations studied, sex, ethnicity, and the

variables (confounders) used to adjust the regression models, among others.

Overall, the present study indicates that exposure to OP metabolites, particularly in the 3%
trimester of gestation, may affect the weight, length and brain circumference at birth, particularly
in boys. The decreased brain circumference may be related to the insecticide chlorpyrifos as the
relatively specific metabolite TCPy was also significantly associated with a smaller brain
circumference. Likewise, this is despite the fact that both chlorpyrifos and chlorpyrifos-methyl,
and the herbicide triclopyr render TCPy as a common metabolite and they were approved for
agricultural use in the European Union at the time maternal urine samples were collected. As head

circumference at birth has long been considered a sensitive marker of neurodevelopment, our



findings reinforce previous concerns with organophosphates in general and chlorpyrifos in

particular. Furthermore, the present study did not find any significant associations pertaining to

gestational age, apart from that regarding the metabolite 3-PBA, though two dimethyl metabolites

(DMP and DMTP) were found to be associated with a higher risk of prematurity in girls.

Nevertheless, these findings should be carefully interpreted because of the reduced number of

cases.

Table 6. Summary of the main results found by studies assessing the association between
prenatal exposure to organophosphates and pyrethroids (based on maternal urinary levels)

and anthropometric outcomes at birth, and gestational age.

Authors Study design Location Exposure Effect
(year)
Birth weight (BW)
This study GENEIDA cohort ~ Almeria (Spain) 1 XDMs (3T) | BW*
1 DMP (3T) | BW
1 DEP (37) 1T BW
1 DEP (AP) | BW*
Woods et al.  HOME study Cincinnati 1 ZDMs (AP) | BW (NS)
(2017) (Ohio) 1 DEs (AP) 1 BW (NS)
Huang et al. Cohort Taipei TDEP (2T) | BW
(2017) (Taiwan)
Wolff et al. Mount Sinai New York 1 XDEs | BW (NS)
(2007) (EEUU) 1 ZDEs | Ponderal index (NS)
Rauch et al. HOME study Cincinnati 1 ZDAPs (AP) | BW (black newborns)
(2012) (Ohio) 1 ZDMs (AP)
Naksenetal. SAWASDEE Chiang  Mai 1 XDEs (early pregnancy) | BW (when maternal PON1
(2015) study (Thailand) 1 SDAPs (carly 1)
pregnancy) | BW (when maternal PON1
D
Dalsager et Odense Child Odense 1 TCPy (2nd tertile) I BW (&)
al. (2018) Cohort (OCC) (Dermark)
Zhang et al. Cohort Tokyo (Japan) 1 3-PBA (17T) T BW
(2014)
Jaacks et al. Cohort Bangladesh 3-PBA>LOD 1SGA

(2019)




Birth length (BL)

This study GENEIDA Almeria 1 XDEs (3T) 1T BL*
Cohort (Spain) 1 DETP (AP) IBL (&)*
T DMP (3T) | BL*
1 TCPy (3T) 1 BL*
Eskenazi e¢ CHAMACOS Salinas Valley 1 XDMs (AP) 1 BL
al. (2004) (California) 1 EDAPs (AP) 1BL
Huang et al. Cohort Taipei 1 XDEs (2T) | BL
(2017) (Taiwan) 1 DEP (2T) | BL
Head circumference (HC)
This study GENEIDA Almeria 1 ZDAPs (AP) JHC (@)
Cohort (Spain) 1 DMTP (3T) 1 HC
1 TCPy (1T) | HC
T TCPy (AP) LHC ()
Khoshhali et Meta-analysis 1 ZDAPs (average) 1T HC
al. (2020) (19 studies
included)
Dalsager et Odense Child Odense 1 ZDEs (2T) 1 HC (&)
al. (2018) Cohort (OCC) (Dermark)
Eskenazi et CHAMACOS Salinas Valley 1 XDEs (AP) 1T HC
al. (2004) (California) 1 ZDMs (AP) 1 HC
1 ZDAPs (AP) T HC
Liu et al. Study Sheyang 1 ZDEs (BD) delivery) | HC
(2016) County 1 ZDAPs (BD) JHC
(Jiangsu)
Naksenetal. SAWASDEE Chiang  Mai 1 XDEs (EP and LP) | HC (maternal PON1 |)
(2015) study (Thailand) 1 =DM (EP) | HC (maternal PONT1 |)
1 ZDAPs (EP and LP) | HC maternal PONT |)
Wolff et al. Mount Sinai New York 1 XDAPs (37) | HC (NS)
(2007) (EEUU)
Balalian et S/H cohortand  New York 1 TCPy (TDID study: | HC (&)
al. (2021) TDID Study (EEUU) first half pregnancy; S/H
cohort: 3t)
Huang et al. Cohort Taipei 13-PBA (37) |HC
(2017) (Taiwan)



Zhang et al. Cohort Tokyo (Japan) 1 3-PBA (1T) 1T HC

(2014)
Gestational age (GA)
This study ~ GENEIDA Almeria 1 3-PBA(17T) 1 GA
Cohort (Spain) 1 3-PBA (1T, AP) 1 Prematurity
1 3-PBA (37) 1 Prematurity™
Eskenazi e¢ CHAMACOS Salinas Valley 1 ZDMs (AP) 1 GA
al. (2004) (California)
Wang et al. Study Shanghai 1 DEP (BD) 1 GA (%)
(2012) (China)
Nuseir et al. Study Jordan 1 DEDTP(3T) | GA
(2021)

AP: All pregnancy; 1T: First trimester of pregnancy; 2T; Second trimester of pregnancy ;3T:
Third trimester of pregnancy; BD: Before delivery; EP: Early pregnancy; LP: Late pregnancy;
* Near-significant association; NS: non-significant association

When comparing the urinary concentrations of the pesticide metabolites of the GENEIDA cohort
with those reported by other studies, ours found generally lower metabolite levels than those
reported for other populations. The highest urine metabolite concentrations have been found in
two cohorts conducted in China (Huang et al., 2017; Wang et al., 2012). In the USA, the highest
concentrations were reported for the CHAMACOS (Salinas Valley) and Columbia (New York)
cohorts, with the latter showing lower metabolite concentrations (Harley et al., 2016). In Europe,
the highest reported concentrations pertain to the Generation R cohort (Rotterdam) and the

Odense Child Cohort (Denmark) (Ferguson et al., 2019; Dalsager et al., 2018).

The higher concentrations reported in China may indicate a greater use of organophosphate
pesticides in agriculture or other settings, either due to a lack of strict regulations or because these
are not enforced. Further, a high level of residues can be found in commonly consumed raw foods
(Shen et al., 2002). Each year in Taiwan, more than 18,065 tonnes of pesticides are used, with
24% of these being organophosphates (Huang et al., 2017). Differences existed between the levels
reported in the different cohorts from the USA, which may be due to the type of population under

study. In the CHAMACOS cohort, participants were agricultural workers and, therefore, a



mixture of exposures existed at both an occupational and a residential level, in addition to dietary
exposure. In the case of the Columbia cohort, participants came from the urban low-income

population, meaning that exposure could have been residential or dietary (Harley et al., 2016).

In countries such as Spain, where the present research is based, organophosphate pesticide use
has been reduced due to legislation and the implementation of biological control for fighting pests.
Despite this, the population may still be exposed to these substances, not only at an occupational
or para-occupational level, but, also, via other routes such as through the consumption of
contaminated water, direct contact with the environment or as a result of residential use (Lu et al.,
2008; Julien et al., 2008). This being said, maternal urine concentrations in European populations
(Generation R) were higher than in the present study. The Netherlands may have a higher level of
exposure due to the higher consumption of fruit or greater application of pesticides in farming

(Ferguson et al., 2019).

The inconsistency seen across studies may be due to differences in the time at which urine samples
were collected during gestation, the number of samples collected, different patterns of
organophosphate pesticide use in the different geographical regions under study and the
confounding variables included in the multivariate models. Co-exposure to other chemical
substances, including other pesticides, may also interfere with embryo-foetal development and

these exposures may vary across populations.

With regards to the time at which the samples were collected, and in contrast to other studies, in
the GENEIDA cohort a urine sample was collected in the first and third trimesters of pregnancy.
In the CHAMACOS and HOME cohorts, two urine samples were also collected, yet both were
gathered during the second trimester (13.9 w/g and 26.5 w/g, and 15.9 w/g and 26 w/g,
respectively). In contrast, other studies only collected a single urine sample during pregnancy. For
example, in the case of the Columbia and Mount Sinai cohorts, both collected samples during the
third trimester of pregnancy. Collecting two urine samples at different time-points of the

pregnancy (1% and 3™ trimester), provides a more refined measurement of the exposure to the



target compounds throughout the period of organogenesis, which represents an important strength

of this study conducted in the GENEIDA cohort.

Another possible explanation for inconsistencies among study findings may pertain to differences
in the ethnicity of the population under study. In the present study, the majority of the population
was of white ethnicity, whilst in other studies most participants were Latin American or Afro-
American. According to prior research, race may be associated with exposure to organophosphate
pesticides, birth outcomes and PON1 (paraoxonase-1) genetic polymorphisms (Rauch et al., 2012;
Whyatt et al., 2004). PONI1 is a hydrolytic enzyme with a wide range of substrates, including the

oxon (active metabolites) of organophosphate compounds (Furlong et al., 2020).

The present study also has some limitations including the fact that only a single measure was
made of the urine concentrations of the metabolites of interest during the first and third trimester
of pregnancy. The use of urine concentrations at specific time-points as a means to evaluating
levels of non-persistent pesticides such as organophosphates and pyrethroids, may fail to fully
represent exposure throughout the whole of pregnancy. This is due to the rapid metabolism and
excretion of these compounds. Because of their short half-life, urine levels can vary throughout
any given day or hour and, further, present considerable intra-individual variability over time. The
use of serial measurements during each trimester of pregnancy would improve the accuracy of

exposure assessment.

Another limitation is that urinary DAPs metabolites reflect not only direct exposure to toxic parent
OP compounds but, also, to preformed metabolites in the environment. That is, the parent OP
compounds can be broken down in the environment into DAPs, resulting in direct exposure to
DAPs instead of OPs. Therefore, attributing all DAPs found in urine to direct exposure to OP
would overestimate the true exposure, as it is uncertain to what degree total urine DAPs
metabolite concentrations reflect actual exposure to OPs or to the less toxic DAPs metabolites

(Quiros-Alcala et al., 2012).



Despite these limitations, the use of urine DAPs levels as indicators of exposure to OP pesticides

is likely the most used measure of exposure to this family of pesticides.

Another strength of the present study is that, due to it being a prospective cohort, participant
recruitment was undertaken from the very beginning of pregnancy (average 13 weeks of
gestation). This favoured the collection of urine samples and the gathering of data that was
relevant to the study and enabled this to be carried out with a participant follow-up that covered
all of pregnancy until delivery. Further, in can be stated that the present study is the first
longitudinal study in Spain to have evaluated the effect of exposure to organophosphate and

pyrethroid pesticides on foetal growth assessed through anthropometric measurements at birth.

5. CONCLUSIONS

This study shows that prenatal exposure to organophosphate and pyrethroid insecticides might
affect normal foetal growth and alter anthropometric measures at birth and gestational age, which
may be an early indicator of impaired maturational processes during childhood. This, in turn, may
have implications for the health of individuals throughout life. In addition, our study highlights
the sexual dimorphism in vulnerability to prenatal stressors. Due to the scarcity of evidence at the
time of writing and the inconsistency of available data, further study is urged in order to verify

the outcomes reported here or shed new light on observed differences.
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1. RESUMEN

Antecedentes: Son escasos los estudios que han evaluado el efecto de la exposicion
prenatal a insecticidas organofosforados y piretroides sobre el crecimiento fetal. Estudios
epidemioldgicos previos han mostrado que la exposicion a estos compuestos puede
afectar el crecimiento normal del feto y asociarse con efectos adversos al nacer. Las
alteraciones en el crecimiento fetal normal pueden contribuir al desarrollo de patologias

durante la infancia y la vida adulta

Objetivo: Evaluar la asociacion entre la exposicion prenatal a plaguicidas no persistentes
(insecticidas OPs y piretroides) y la antropometria al nacer y crecimiento fetal medido a
través de ecografias seriadas, en binomios madre-hijo/a residentes en la comarca del

poniente almeriense.

Material y métodos: El presente estudio se ha realizado en el marco de la Cohorte de
nacimiento prospectiva GENEIDA (Genetics, early life environmental exposures and
infant development in Andalusia). Se seleccionaron al azar 537 binomios madre-hijo de
los 800 que participaron en dicha cohorte. Se analizaron 6 metabolitos inespecificos de
diaquilfosfatos (DAPs), un metabolito especifico del clorpirifos ((3,5,6-tricloro-2-
piridinol, TCPY) y un metabolito comun para varios piretroides (4cido 3-fenoxibenzoico,
3-PBA) medidos en orina materna de primer y tercer trimestre de embarazo. Las muestras
se analizaron mediante cromatografia liquida con espectrometria de masas en tandem
(LC-MS/MS) en un equipo de cromatografia liquida de ultra alto rendimiento, que
permite la separacion e identificacion de mezclas complejas. La evolucion del
crecimiento fetal se evalud a través de las biometrias fetales realizadas a través de

ecografias seriadas durante el embarazo, las medidas antropométricas de los recién
[50]
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nacidos (peso, talla, circunferencia de la cabeza) y edad gestacional se obtuvieron de los
registros clinicos hospitalarios. El tamafio a las 12, 20 y 34 semanas de gestacion se
estim6 mediante modelos lineales mixto para cada pardmetro biométrico (DBP, CC, CA,
LF, PFE). Para ello, se usaron las ecografias realizadas durante el embarazo junto a las
variables de ajuste. Se calcul6 la suma sobre una base molar de DAPs con radicales metilo
(XDMs) y etilo (XDEs) y la suma de los 6 metabolitos DAPs (XDAPs) para ambos
trimestres del embarazo. Se construyeron modelos lineales generalizados (GLM)
bivariados y multivariados. Asimismo, se utilizaron modelos de ecuacidon de estimacion
generalizada (GEE) para analizar la asociacion entre las medidas repetidas durante el
embarazo de la exposicion prenatal a los diferentes metabolitos de plaguicidas y los
parametros de crecimiento fetal. Se realiz6 un analisis estratificado por sexo en el caso de
que el término de interaccion "exposicion X sexo" en los modelos multivariantes fuera
estadisticamente significativo, con objeto de identificar los efectos especificos del sexo.
La significacion estadistica se fij6 en p < 0,05. Todos los anélisis estadisticos se realizaron

con el software IBM SPSS statistics v. 21 y R.

Resultados: En el caso de los DAPs, se observdo que un aumento del metabolito
dimetilfosfato (DMP) en orina de la madre durante el 3er trimestre del embarazo se asocio
a una disminucion del peso y la talla al nacer. Del mismo modo, el £DMs durante el 3er
trimestre se asocid con una disminucion del peso al nacer. En cuanto al perimetro cefalico,
un aumento del metabolito TCPy urinario durante el ler trimestre y a lo largo del
embarazo se asocio a una disminucion del mismo, siendo este efecto significativo en
nifios y no en nifias. Por altimo, un aumento del metabolito 3-PBA en el 3er trimestre se
asocio a una disminucion de la edad gestacional, mientras que un aumento de 3-PBA del

ler y 3er trimestre se asocio a prematuridad. En general, los resultados de las ecografias

[51]



Giménez-Asensio MJ I. Resumen

seriadas muestran una asociacion entre los niveles de biomarcadores de exposicion a
insecticidas OPs y piretroides en orina materna con un aumento de las diferentes
biometrias fetales, independientemente de la edad gestacional a la que se evaluaron, con
excepcion de la LF (longitud del fémur), que disminuy6 s6lo con TCPy y la circunferencia
abdominal (CA), que mostraron resultados contradictorios. No obstante, el analisis
longitudinal de medidas repetidas si mostro resultados consistentes con aumento de la CA
tanto con los metabolitos dimetilos como dietilos, aunque no siempre los hallazgos fueron

estadisticamente significativos.

Conclusiones: Estos resultados evidencian que la exposicion prenatal a insecticidas
organofosforados y piretroides puede afectar el crecimiento fetal normal, acortar la edad

gestacional y alterar los pardmetros antropométricos al nacimiento.

[52]
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2. INTRODUCCION

2.1 Plaguicidas

Durante décadas, los plaguicidas han sido ampliamente utilizados en el &mbito agricola,
pero su uso se ha extendido a otras areas, como la salud publica, para la prevencion y
control de enfermedades transmitidas por vectores. Esto ha llevado a un aumento
considerable en su uso, con millones de toneladas vendidas a nivel mundial (Hernandez

etal., 2017).

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO por sus siglas en inglés), los plaguicidas se definen como sustancias o mezclas
destinadas a prevenir, destruir o controlar plagas, incluyendo vectores de enfermedades
humanas o animales, asi como especies no deseadas de plantas o animales que causan
dafio duradero o interfieren con la produccidon, procesamiento, almacenamiento,
transporte y comercializaciéon de alimentos, productos agricolas de consumo, madera,
forraje animal y productos para el control de insectos, aracnidos y otras plagas corporales

(FAO, 1986).

Debido a la aparicion de plagas resistentes, la falta de selectividad y la alta toxicidad de
los plaguicidas, tanto para las plagas como para otras especies, ha surgido la necesidad
de reemplazar estos compuestos por otros mas eficientes, menos estables y dafiinos para
el ecosistema. Esto ha dado lugar a los plaguicidas no persistentes que han sustituido
gradualmente a lo largo de afios a los persistentes (especialmente, los plaguicidas
organoclorados). En la Unién Europea (UE), los compuestos que son persistentes (no se
descomponen en el medio ambiente), bioacumulativos (presentes en concentraciones
cada vez mayores) y toxicos se consideran que tienen propiedades indeseables y, por

tanto, su uso esta prohibido. Asi, el apartado 3.7.2 del Anexo II del Reglamento (CE) n°
[54]
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1107/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 21 de octubre de 2009, relativo a la
comercializaciéon de productos fitosanitarios establece que “Solo se aprobard una
sustancia activa, protector o sinergista si no se considera una sustancia persistente,

bioacumulativa y toxica (PBT)”.

Los compuestos organofosforados (OP, como habitualmente se conocen por sus siglas en
inglés) son un grupo heterogéneo de compuestos que han sido utilizados como
insecticidas, herbicidas e incluso como gases de guerra desde hace afios. Su uso principal
se centra en la agricultura (principalmente como insecticidas y, en menor medida,
herbicidas) para el control de plagas y enfermedades en los cultivos, y aunque su uso
actual es menor, siguen siendo la opcidon mas efectiva para la proteccion de las cosechas

y el rendimiento de los cultivos (Kazemi et al., 2012).

Otro grupo de plaguicidas no persistentes son los piretroides, que se utilizan
principalmente como insecticidas. Los piretroides son compuestos sintéticos derivados
de las piretrinas (insecticidas naturales presentes en los crisantemos) y que, a diferencia
de sus predecesores, han sido modificados para ser mas estables a la luz solar y al calor,
lo que les confiere una mayor estabilidad ambiental. Estos insecticidas han ido
reemplazando a los OPs debido a su alta efectividad y menor toxicidad. Su uso se ha
extendido tanto en la agricultura, para el control de plagas, como en el &mbito doméstico,
en productos como champuis para mascotas y repelentes de insectos, y en el ambito

personal como champus pediculicidas.?

La penetracion de estos compuestos en el organismo ocurre a través de diferentes vias de

absorcion. La via inhalatoria o respiratoria permite la entrada de particulas en suspension

! Un mismo compuesto (plaguicida) puede considerarse como producto fitosanitario (utilizado en
agricultura) o como biocida (uso ambiental, en la industria alimentaria, higiene personal, desinfectantes.
En ambos casos, la normativa que regula su uso es diferente.
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o depositadas en hojas, suelo y frutas que sean inhalables (es decir, cuyo diametro
aerodinadmico sea inferior a 10 um). La via digestiva o gastrointestinal es otra fuente de
entrada de estas sustancias a través de la ingesta de alimentos o agua contaminados o que
presentan residuos tras haber sido tratados con plaguicidas. Por tltimo, la via cutdnea es
la via mas comun de exposicidon ocupacional en la poblacion expuesta. Estas sustancias
pueden penetrar a través de la piel intacta debido a su alta liposolubilidad, aunque factores
como altas temperaturas, humedad ambiental y presencia de soluciones de continuidad

de la piel pueden aumentar su absorcion (Badii et al., 2008; Pore et al., 2011).

Una vez que los plaguicidas penetran en el organismo, se distribuyen principalmente en
el higado y los rifiones, donde alcanzan concentraciones mas elevadas. Esta distribucion
esta estrechamente relacionada con la via de absorcion y las caracteristicas fisicoquimicas

especificas de cada compuesto.

Los plaguicidas son excretados rapidamente, en su mayoria a través de la orina y las
heces. Sin embargo, aquellos que sean mas liposolubles pueden quedar depositados en
tejido graso y nervioso. Posteriormente, estos depositos pueden ser liberados y

movilizados en el organismo (Obiols, 1999).

El principal mecanismo de accion conocido de los insecticidas OPs es su capacidad para
inhibir la acetilcolinesterasa (AChE). La AChE es una enzima que se encuentra presente
en la mayoria de los seres vivos y es uno de los neurotransmisores mas importantes, ya
que participa en la transmision del impulso nervioso en las sinapsis colinérgicas y union
neuromuscular. Cuando un éster OP activo interviene en el proceso, se produce la
inactivacion de la AChE, perdiendo su capacidad para hidrolizar la acetilcolina, la cual se

acumula y alcanza altas concentraciones que provocan una estimulacion sostenida de las
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neuronas postsinapticas (en el sistema nervioso central y periférico) y de las fibras

musculares (Fukuto et al., 1990).

Estudios sugieren la presencia de otros mecanismos no colinérgicos, como el estrés
oxidativo, la neuroinflamacién y la inhibicion de la acetilpeptidasa. Estas vias podrian ser
mas sensibles a la exposicion a compuestos OPs y otros compuestos que la inactivacion
de la AChE, lo que sugiere la aparicion de toxicidad en personas expuestas cronicamente

a bajas concentraciones (Terry, 2012).

El efecto toxico de los piretroides es diferente al de los compuestos OPs
anticolinesterasicos, ya que ejercen su accion toxica sobre los canales de sodio
dependientes del voltaje a nivel de la membrana celular. Modifican su cinética de apertura
permitiendo que el Na' continie entrando en las neuronas, persistiendo asi la

despolarizacion y dando lugar a una mayor excitabilidad neuronal (Roberts et al., 2012).

La exposicion humana a los piretroides ha aumentado debido a su uso generalizado.
Actualmente existe un mayor interés en las exposiciones a los piretroides y los efectos
que pueden tener en la salud de la poblacion. Estudios sugieren que, aunque son menos
toxicos que sus predecesores, pueden producir efectos toxicos en personas expuestas

cronicamente a dosis bajas de exposicion (Burns et al., 2018).

2.2 Evolucion del uso de los plaguicidas y su consumo actual

Durante décadas, se han usado y comercializado grandes cantidades de insecticidas a
nivel global. Espafia es uno de los principales consumidores de estos compuestos debido
a la gran extension de superficie dedicada a la produccion agricola, especialmente en la

zona sur del pais. Segin los datos de la encuesta de comercializacion de productos
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fitosanitarios publicada por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion, en 2020
se comercializaron 76.024 toneladas de estas sustancias. De toda esta cantidad, 8.381
correspondieron a insecticidas, lo que representa el 11% del total y un aumento de 569
toneladas con respecto al afio 2019 (Tabla 1 y Figura 1). Estos datos se obtuvieron y
clasificaron segun el Anexo III del Reglamento (CE) 2017/269 del Parlamento Europeo
y del Consejo, que regula las estadisticas de plaguicidas y modifica el Reglamento (CE)

1185/2009, en lo que respecta a la lista de sustancias activas.

Tabla 1. Toneladas comercializadas de los principales grupos de sustancias activas en

2020y 2021
Cantidades (Toneladas)
Sustancias Activas 2020 2021
Fungicidas y bactericidas 37,950 41,613
Herbicidas 20,199 18,388
Insecticidas 8381 9,961
Reguladores del crecimiento 191 240
Molusquicidas y otros 9494 6246
TOTAL 76,024 75,448

*Fuente: Encuesta de comercializacién de productos fitosanitarios

2021. Ministerio de Agricultura, pesca y alimentacion.
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MOLUSQUICIDAS REGULADORES DE OTROS PRODUCTOS
0,18% CRECIMIENTO 0,31% FITOSANITARIOS 7,99%

FUNGICIDAS Y
BACTERICIDAS
54,43%

INSECTICIDAS Y
ACARICIDAS 13,03%

HERBICIDAS 24,05%

Figura 1. Distribucion de las principales sustancias activas por grupos segiin la Encuesta de
Comercializacion de Productos Fitosanitarios 2021 (Fuente: Ministerio de Agricultura, pesca 'y

alimentacion https://www.mapa.gob.es/es/estadistica/temas/estadisticas-
agrarias/resultadoscomercializacionfitosanitarios2021 tcm30-647550.pdf)

En Espaiia, se ha observado un incremento en el consumo de fitosanitarios en términos

de millones de euros a partir de 2012, pasando de 700 millones en 2011 a 1.300 millones

en 2020. Se estima que los resultados de consumo y comercializacion de 2021 llegaran a

alcanzar los 1.400 millones de euros anuales, lo que representa el doble de consumo de

fitosanitarios en comparacion con 2011 (Figura 2).

1.300
1.200
1.100
900
800
700
600

500

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019(A) 2020(E)

Figura 2. Evolucion del consumo de fitosanitarios (millones de euros) en Espaiia. Periodo 2011-2020
(A): avance; E: estimacion) Fuente: Ministerio de Agricultura, pesca y alimentacion.
(https://www.mapa.gob.es/estadistica/pags/anuario/2021/CAPITULOS%20PDF/AE21-C09.pdf)
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La Tabla 2 muestra la cantidad (toneladas) de cada categoria de sustancias activas que se
comercializaron en 2021. Ese ano, se comercializaron 167 toneladas de insecticidas a
base de piretroides y 2 toneladas de insecticidas OPs. La categoria de "otros insecticidas"
fue la mas comercializada, con un total de 7.978 toneladas. Dado que algunas sustancias
se clasifican de manera confidencial, no es posible determinar qué tipos de insecticidas

se incluyen en esta categoria.

Tabla 2. Cantidad por categoria de sustancia activa comercializadas en 2020 y 2021"

Tonelada Toneladas

Insecticidas y acaricidas $(2020)  (2021)

Insecticidas piretroides 167 174
Insecticidas Organofosforados 2 186
Insecticidas Bioldgicos - Botanicos 216 218
Insecticidas Acaricidas 18 38
Otros insecticidas 7978 9345
Total insecticidas 8381 9961

* Fuente: Ministerio de Agricultura, pesca y alimentacion
(https://www.mapa.gob.es/es/estadistica/temas/estadisticas

-agrarias/agricultura/estadisticas-medios-

produccion/fitosanitarios.aspx)

En Andalucia, el consumo de insecticidas, acaricidas y nematicidas en 2020 fue de
8.565,90 toneladas (Tabla 3). La provincia de Almeria fue la que registré el mayor
consumo de insecticidas, con 3.094,99 toneladas, lo que equivale al 36,13% del consumo
total de insecticidas, acaricidas y nematicidas en Andalucia en 2020. A continuacion, se

encuentra Sevilla, con 1.674,16 toneladas, y Cadiz, con 1.189,64 toneladas. Almeria ha
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experimentado una disminucion considerable en el consumo de estas sustancias en 2020,
esto puede ser debido a la introduccion de la lucha bioldgica para impedir o reducir los
dafios causados a los cultivos por plagas o al tipo de clasificacion de estas sustancias que
se lleva a cabo en Andalucia. Si comparamos el consumo en 2020 con respecto al 2010,
podemos observar una reduccion del mismo de 1.397,96 toneladas menos que en 2010.
Mientras que el resto de las provincias han mantenido un consumo mas o menos estable,

con aumentos o descensos menos significativos.

No se pudo obtener informacion especifica sobre el consumo de OPs en Andalucia debido

a su clasificacion y a la falta de disponibilidad de datos.

Tabla 3. Consumo de insecticidas, acaricidas y nematicidas en Andalucia por provincias 2010-2020

PROVINCIA 2020 2019 2018 2017 2016 2015 2014 2013 2012 2011 2010
Almeria 3.094,99 7.53938 7.04342 685441 570583 6.059,66 5.62571 5.769,60 5.654,65 4.594,55 4.492,95
Cadiz 1.189,64 1.703,18 1.392,53 1.497,55 1.150,01 1.179.27 969,12 876,50 715,75 728,78 966,37
Cérdoba 57526 778,19 652,08 75471 756,57 65728 74640 59888 59227 66529 564,23
Granada 478,92 56639 38422 501,65 397,78 505,53 434,54 29551 324,89 320,85 576,38
Huelva 1.018,94 2.546,88 2.267,54 240148 2287.61 2.159,84 2.837,33 2.748,51 2.798,71 249127 2.42829
Jaén 29443 388,57 299,19 29827 373,74 374,14 352,90 351,87 303,87 356,61 44532
Malaga 239,55 510,79 405,13 633,74 567,60 56549 456,03 448,08 334,34 381,96 363,98
Sevilla 1.674,16 2.158,13 1.816,99 2.033,78 1.619,69 141825 1.542,04 1.254,80 1.094,71 1211,75 1.202,80
Total Andalucia  8.56590 16191,51 14261,09 14975,59 12858,83 12919,46 12964,07 12343,75 11819,19 10751,06 11040,32

* Fuente: Consejeria de Agricultura, Pesca y Desarrollo sostenible. Informe de medio ambiente
(https://www.juntadeandalucia.es/institutodeestadisticaycartografia/badea/repositorio/nodos/60003.x1s).

2.3 Caracteristicas del Poniente almeriense (zona de estudio)
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El Poniente Almeriense es una comarca situada en la parte suroccidental de la provincia
de Almeria. Esta compuesta por 9 municipios (Adra, Berja, Dalias, El Ejido, Enix, Felix,
La Mojonera, Roquetas de Mar y Vicar). Esta comarca se halla delimitada por la comarca
de la Alpujarra de Granada al noreste, por el macizo montafioso de sierra de Gador al
norte, por Almeria capital al oeste y el mar Mediterraneo por el sur. El clima de la zona
es semidrido, con temperaturas tipicas del litoral mediterraneo con inviernos suaves y
veranos calurosos. El indice pluviométrico esta entorno a los 250 mm y la insolacion
anual supera las 2800 horas. Todas estas caracteristicas han propiciado una expansion de
la agricultura intensiva, mediante uso de invernaderos bajo plastico para mantenimiento
de la produccion todo el afio. Se trata de una extension tan grande de invernaderos que ha
recibido el nombre de mar de plastico por el aspecto que tiene a través de imagen por

satélite.

La comarca de Poniente Almeriense se ha convertido en una de las comarcas agrarias del
litoral con mas superficie de regadio y con mayor produccion hortofruticola. Entre la
produccion principal prevalece el cultivo de hortalizas (tomates, pepinos, pimientos y
habichuelas entre otros) y en menor proporcion frutas como el meldn y la sandia. Debido
a la alta produccidn y especializacion de este tipo de agricultura y al rendimiento de los
cultivos, esta comarca se ha convertido en un exponente en la comercializaciéon y
exportacion de productos tanto a nivel nacional como internacional, respondiendo asi a
las demandas de los distintos tipos de mercados, lo que ha hecho que también se le

conozca como “la huerta de Europa”.

En la Figura 3 se puede observar la evolucion de la superficie de tierra del Campo de

Dalias dedicado a agricultura intensiva bajo plastico a lo largo de 60 afios.
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Figura 3. Campo de Dalias (Almeria) en una imagen del Vuelo Americano de 1956-1957 (A) y en una
imagen de Plan Nacional de Ortofotografia Aérea (PNOA) de 2019 (B).

2.4 Evaluacion de la exposicion a insecticidas organofosforados y piretroides

La creciente preocupacion por los posibles efectos de los insecticidas OPs y piretroides
en el ecosistema y la salud de la poblacion ha llevado a la necesidad de identificar de

forma fiable las fuentes y niveles de exposicion a estas sustancias (Ferndndez et al., 2020).

La principal via de exposicidon a plaguicidas en la poblacién general es la dieta. Los
residuos de plaguicidas, incluidos los OPs y los piretroides, se detectan con frecuencia en
las verduras y frutas que se venden en los mercados. Por ejemplo, en el informe de
monitorizacion de residuos de plaguicidas correspondiente al programa coordinado de la
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UE del afio 2015 (cuando estaba en marcha el reclutamiento de mujeres embarazadas en
la cohorte GENEIDA), se encontraron residuos de los siguientes OPs en frutas y
verduras?: clorpirifos (8437/347/12), metil-clorpirifos (8742/94/3) y fention (6598/1/2);
asi como también de algunos piretroides: bifentrin (8394/174/0), cipermetrin
(8085/118/3) y lambda-cihalotrin (6838/43/2). Llama la atencion que el malation, uno de
los OPs mas utilizados y aun permitido en la UE, no se encontr6 en ninguna de las 7796
muestras analizadas (EFSA, 2017). Ademas de la exposicion a través de la dieta, también
es posible la exposicion ambiental como consecuencia de la presencia de residuos de OPs

y piretroides en el agua y el suelo.

La monitorizacién ambiental, que implica la deteccion de sustancias quimicas en el aire,
suelo, agua y alimentos, proporciona informacion sobre las concentraciones de
plaguicidas y sus metabolitos a los que esta expuesta la poblacion. A pesar de que esta
informacion es util para identificar fuentes de exposicion y establecer medidas para
reducir las emisiones, por si sola no es suficiente para conocer la dosis real de exposicion
de la poblacion. Por tanto, la monitorizacion bioldgica constituye una herramienta

complementaria para tales fines (Budnik et al. 2009).

La monitorizacion biologica (también conocida como biomonitorizacion), consiste en la
recogida de muestras biologicas para analizar las concentraciones de contaminantes,
metabolitos o parametros especificos de efectos bioldgicos no adversos. Su objetivo es
evaluar la exposicion y el riesgo para la salud de los individuos expuestos, comparando

los datos observados con niveles de referencia y tomando medidas correctivas si es

2 Los niimeros entre paréntesis indican el nimero de muestras por debajo del limite de cuantificacién (LOQ)
/ por encima del LOQ pero por debajo del limite maximo de residuos (LMR) permitido / y por encima del
LMR. Los plaguicidas seleccionados para esta informacion son aquellos que se cuantificaron en al menos
el 1% de las muestras de frutas y verduras o que superaron el LMR en al menos el 0.02% de las muestras
analizadas (EFSA, 2017).
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necesario (Kapka-Skrzypczak et al. 2011). Inicialmente utilizado en medicina laboral para
proteger la salud de los trabajadores expuestos, su uso se ha extendido a la poblacion
general para evaluar el riesgo para la salud de las personas que viven cerca de fuentes de
exposicion. La informacidon que proporciona la biomonitorizacién permite estimar la
dosis real absorbida en el organismo y su riesgo para la salud humana (Angerer et al.
2007). Por tanto, constituye la principal herramienta para evaluar la exposicion, prevenir
problemas de salud e identificar grupos de poblacion de riesgo, ya que integra todas las
posibles vias de absorcidon, asi como las posibles fuentes de exposicion (Kapka-

Skrzypczak et al., 2011).

Las diferentes matrices biologicas, como la orina, sangre, pelo, ufias y saliva, nos
permiten determinar la exposicion interna a los contaminantes y obtener evaluaciones de
riesgo mas precisas. Para ser una matriz biologica adecuada, debe ser facil de obtener,
proporcionar suficiente cantidad de muestra para el analisis y causar pocas molestias o
riesgos para la salud de la persona. La orina es ampliamente utilizada como matriz
biologica para el control de la exposicion a OPs y piretroides debido a su facilidad de
recoleccion, obtencion de un mayor volumen de muestra y baja molestia para el individuo,

no poniendo en riesgo su salud (Bradman et al. 2005).

Después de la hidrodlisis en el organismo, se obtienen dos tipos de metabolitos de los OPs:
los metabolitos inespecificos, como los dialquilfosfatos (DAPs), que proporcionan
informacion general sobre la exposicion, pero no permiten identificar el compuesto
especifico al que se estuvo expuesto, y los metabolitos especificos, como el p-nitrofenol
y el tricloropiridinol, que son indicadores relativamente especificos de exposicion a
determinados insecticidas OPs (paration y clorpirifés/metil-clorpirifds, respectivamente).

Los DAPs estin formados por 6 metabolitos diferentes: dimetilfosfato (DMP),
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dimetiltiofosfato (DMTP), dimetilditiofosfato (DMDTP), dietilfosfato (DEP),
dietiltiofosfato (DETP) y dietilditiofosfato (DEDTP). Estos metabolitos se dividen en dos
grupos principales: los que contienen grupos dimetilo (DMs) o dietilo (DEs). Los DMs
derivan de insecticidas OP sustituido con O,0-dimetilo, como metil-azinfos, metil-
clorpirifés, dimetoato, malation y fosmet, entre otros, mientras que los metabolitos que
contienen DEs derivan de insecticidas OP sustituidos con O,0O-etilo, como clorpirifos,
diazinon, paration, entre otros (Figueroa et al., 2015). Todos estos metabolitos se originan
durante el metabolismo (y también por degradacion ambiental) de los compuestos OP
originales, al sufrir hidrdlisis o clivaje oxidativo el grupo fosforico del OP original (Nigg

and Knaak, 2000).

La Tabla 4 muestra los plaguicidas OPs registrados por la EPA y sus seis metabolitos

dialquilfosfatos (DAPs).

Tabla 4. Plaguicidas OPs registrados por la EPA y sus potenciales metabolitos dialquil fosfatos

(DAPs).

Plaguicida DMT DMTP DMDTP DEP DETP DEDTP
Azinfos-metilo X X X

Cloretoxifos X X
Clorpirifos X X
Metil-clorpirifos X X

Cumafos X X
Diclorvos (DDVP) X

Diazinon X X
Dicrotofos X

Dimetoato X X X

Disulfoton X X X
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Etion X X X
Fenitrotion
Fention
Malation

Metidation

XX X X X
>~

Metil-paration

Naled

o T B B R

Oxidemeton metilo
Paration X X

Forato X X X
Fosmet X X X

Piridimifos metilo X X

Sulfotep X X

Temefos X X

Terbufos X X X
Tetraclorvinfos X

Triclorfon X

Fuente: https://www.cdc.gov/nchs/data/nhanes/nhanes_01 02/126pp_b_met_organophosphates.pdf

En el caso de los piretroides, tras su absorcion se metabolizan rapidamente mediante
hidrdlisis del enlace éster y posterior oxidacion mediada por CYP450 a acido 3-
fenoxibenzoico (3-PBA, por sus siglas en inglés). El 3-PBA es el metabolito comtn de
varios piretroides (permetrina, cipermetrina, deltametrina, cihalotrina y esfenvaleraro) y
se utiliza como biomarcador urinario para monitorizar la exposicion a estos compuestos
tanto a nivel ocupacional como ambiental. La orina es la muestra preferida sobre la sangre
para el control bioldgico de la exposicion a piretroides debido a su rapido metabolismo y
eliminacion (Saillenfait et al., 2015). La evaluacion de la exposicion a insecticidas OPs y

piretroides mediante la medicion de sus metabolitos en orina proporciona informacion
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sobre la exposicion reciente del individuo, ya que estos metabolitos son rapidamente
eliminados del organismo en un periodo de 4 a 72 horas después de la exposicion

(Fernandez et al., 2020).

Una limitacion del uso de metabolitos DAPs en orina como biomarcadores de exposicion
es que reflejan tanto la exposicion a metabolitos preformados en el ambiente como a los
plaguicidas OP originales (toxicos). De hecho, mas del 70% de las concentraciones de
metabolitos DAP en orina pueden atribuirse a la exposicion a los metabolitos preformados
en el medio ambiente (Barr et al., 2011). Ademas, al utilizar muestras puntuales, estas
pueden no ser representativas de la exposicion habitual del individuo. Esto se debe a las
diferencias en los perfiles metabdlicos urinarios entre escenarios de exposicion y entre
las personas dentro de cada escenario de exposicion (Perrier et al., 2016). También existen
diferencias en la variabilidad de deteccion de concentraciones urinarias de metabolitos de
OPs entre individuos e intraindividuo, especialmente en muestras recogidas de forma
puntual o de primera hora de la mafiana. Por lo tanto, la muestra de eleccion seria la orina
de primera hora de la mafiana, ya que es mas estable y representa con mayor precision la

exposicion diaria total (Kissel et al., 2005).

La sangre seria, en principio, la muestra mas idonea para evaluar la exposicion a estos
compuestos. Las principales ventajas de esta matriz son que las mediciones proporcionan
datos especificos del compuesto original al que se ha estado expuesto, sin necesidad de
medir metabolitos. Ademads, proporciona una estimacion de la concentracién que se ha
alcanzado en el 6rgano diana y no requiere correcciones por dilucidn, ya que el volumen
de sangre no varia sustancialmente con la ingesta de agua u otros factores. Sin embargo,
también presenta inconvenientes, como que la recoleccion de muestras de sangre es una

técnica invasiva y mas compleja en comparacion a la orina. Ademas, los volumenes
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obtenidos son generalmente mas pequefios que en el caso de las muestras de orina. La
variabilidad intraindividuo también es un factor a considerar, ya que una muestra puntual
en un momento dado durante el dia puede no reflejar los niveles internos en otro
momento. Ademads, las concentraciones de plaguicidas en sangre suelen ser mas bajas en
comparacion con las concentraciones de sus metabolitos en orina, debido a la corta vida
media de los compuestos en sangre (Barr et al., 2006; Wessels et al., 2003). Estas
limitaciones hacen que la sangre no sea la matriz mas utilizada para determinar la

exposicion a insecticidas OPs y piretroides.

Otros estudios han utilizado matrices biologicas alternativas, como el cabello y el
meconio (Bielawski et al., 2005; Hernandez et al., 2019; Tsatsakis et al., 2012). El cabello
permite la medicion a largo plazo, ya que los compuestos quedan depositados en el tallo
y proporciona una evaluacion de la exposicion cronica y acumulativa a OPs tanto en
poblaciones expuestas como en la poblacién general (Hernandez et al., 2019). Entre las
ventajas del cabello se encuentran que no sufre metabolismo ni excrecién en el
organismo, es facil de recoger por personal no sanitario y tiene un bajo costo de muestreo,
asi como facilidad de transporte y almacenamiento (Lehmann et al., 2018). El meconio,
por su parte, es la primera evacuacion intestinal del recién nacido y se forma a partir de
diferentes sustancias, como el liquido amnidtico ingerido, células, bilis y otros materiales.
Con esta matriz, es posible obtener informacion sobre los niveles de exposicion del feto

desde los ultimos trimestres del embarazo hasta el nacimiento (Whyatt et al., 2001).

Por ultimo, la placenta también es una matriz bioldgica de gran utilidad, ya que los
compuestos xenobiodticos pueden interferir en su funcion a través de diversos
mecanismos, como el transporte de nutrientes y productos de desecho, asi como la

produccion y liberacion de hormonas, entre otros (Magnarelli, 2015). Estos eventos en el

[69]



Giménez-Asensio M.J I1. Introduccion

ambiente intrauterino se reflejan en la placenta debido a la posible acumulacion de estas
sustancias. Sin embargo, la recogida de una muestra representativa de la placenta presenta
dificultades, ya que la determinacion de biomarcadores puede variar dependiendo de la
ubicacion o porcion de la placenta donde se realice la biopsia. Ademds, otro gran
inconveniente es que los OPs se metabolizan y excretan rapidamente, lo que impide la

recoleccion inmediata de la muestra después de la exposicion (Magnarelli et al., 2015).

2.5 Exposicidn a insecticidas organofosforados y poblacién de riesgo

En los ultimos afos, ha habido un creciente interés en conocer los efectos de los
plaguicidas OPs en la salud de la poblacion expuesta. Inicialmente, se enfocd en los
efectos en la salud de los trabajadores agricolas expuestos cronicamente a altas dosis. Sin
embargo, actualmente existe una mayor preocupacion por la poblacion expuesta a dosis
bajas, como aquellos que viven cerca de areas donde se aplican estos plaguicidas o que
consumen alimentos que contienen residuos de los mismos. Aunque estas dosis se
consideran no téxicas y de poca importancia, podrian representar un factor de riesgo para

la salud (Hertz-Picciotto et al., 2018).

Dentro de la poblacion expuesta a estos compuestos, las mujeres embarazadas y los fetos
se consideran especialmente vulnerables a los efectos producidos por los insecticidas OPs
(Cecchi et al.,, 2012). Durante el embarazo, las mujeres presentan caracteristicas
especiales que las hacen mas susceptibles a la exposicion a sustancias quimicas. Durante
este periodo, hay un aumento en la frecuencia respiratoria, lo que conlleva una mayor
absorcion de sustancias inhaladas. Ademas, se produce un retraso en el vaciamiento
gastrico y una disminucion de la motilidad intestinal, lo que puede aumentar la absorcion

de sustancias presentes en la dieta. Asimismo, se observa un aumento en el volumen
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plasmatico y en el agua corporal total, lo que diluye la concentracion de sustancias
quimicas en la sangre. También se produce una acumulacion de grasa corporal, lo que
favorece la retencion de estas sustancias en el tejido adiposo de todo el organismo.
Cuando estos depositos se movilizan, las sustancias quimicas pasan circulan a la sangre
y pueden atravesar la barrera placentaria, llegando al feto (Moya et al., 2014; Suwannakul

etal., 2021).

Numerosos estudios han encontrado la presencia de metabolitos de plaguicidas OPs en
muestras de sangre del cordon umbilical, biopsias de placenta y liquido amnidtico
(Bradman et al., 2003; Perera et al., 2003; Whyatt et al., 2009; Koutroulakis et al., 2014).
La vida prenatal es una fase critica en el desarrollo humano y es especialmente vulnerable
a los contaminantes ambientales. La exposicion temprana del feto a estos contaminantes
puede aumentar el riesgo de efectos adversos para la salud a corto, medio y largo plazo.
Esto se basa en la hipdtesis de la programacion fetal de los "origenes del desarrollo de la
salud y la enfermedad" propuesta por el Dr. Barker. Seglin esta teoria, ciertos factores
pueden alterar el crecimiento y desarrollo fetal, provocando alteraciones permanentes en
los organos y sistemas. Estas alteraciones aumentan el riesgo de enfermedades en la
infancia, adolescencia y vida adulta, como sindromes metabolicos, anomalias del
crecimiento, alteraciones inmunoldgicas, cognitivas y problemas cardiovasculares, no
solo para el individuo expuesto, sino también para su descendencia (Heindel et al., 2015).
Los estudios epidemiologicos del Dr. Barker revelaron que los nifos nacidos con bajo
peso al nacer tienen un mayor riesgo de desarrollar diabetes y sindromes metabolicos en

la vida adulta (Barker, 2000).

Se considera que los primeros 1000 dias de vida bioldgica, desde la concepcion hasta los

dos afios de edad, son una etapa crucial en la programacion de la susceptibilidad a
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enfermedades no transmisibles en etapas posteriores de la vida. Durante este periodo, la
exposicion a sustancias quimicas y otros agentes estresantes ocurre durante la formacion

de 6rganos y sistemas corporales (Kobayashi et al., 2022).

Los insecticidas OPs pueden interrumpir los procesos normales de desarrollo, alterando
permanentemente la estructura, metabolismo y fisiologia del organismo (Vrijheid et al.,
2016). Esta vulnerabilidad se debe a que el sistema inmunolédgico y los mecanismos de
detoxificacion del feto atin estan en desarrollo. Ademas, la barrera hematoencefalica del
feto es todavia inmadura. En conjunto, el feto presenta una concentracion de sustancias
quimicas por peso mas alta que la madre, lo que afecta el desarrollo de los 6rganos fetales

(Vizcaino et al., 2014; Suwannakul et al., 2021).

2.6 Crecimiento fetal: introduccién

El crecimiento intrauterino es un proceso complejo que conduce a la formacion de un
organismo pluricelular con 6rganos y sistemas a partir de una sola célula. Este proceso
consta de dos etapas principales. La primera, llamada embriogénesis, ocurre desde la
tercera semana de gestacion hasta la duodécima. Durante esta etapa, se forman los
primeros Organos y sistemas, preparando al feto para el periodo fetal. En esta etapa, se
produce la maduracion funcional necesaria para su supervivencia fuera del utero
(Carrascosa et al., 2003). Mientras que el sistema cardiovascular, pulmonar y endocrino
alcanzan la madurez en esta etapa, otros como el sistema nervioso, inmunoldgico,
digestivo y renal aun no han alcanzado su completo desarrollo y contintian madurando

durante el periodo postnatal (Tan et al., 2020; Mulkey et al., 2021; Ygberg et al., 2012).
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El ritmo de crecimiento fetal varia a lo largo de los trimestres del embarazo. Durante el
primer trimestre, se produce un aumento de aproximadamente 5 gramos por dia hasta las
15 semanas de gestacion. En el segundo trimestre, la ganancia de peso diaria es de
alrededor de 10 gramos hasta las 20 semanas, y luego aumenta a 30-35 gramos por dia
hasta las 32-34 semanas (tercer trimestre), momento en el que el crecimiento disminuye

significativamente (Lin et al., 1998).

El crecimiento fetal "6ptimo" es el resultado de multiples factores, incluyendo el potencial
genético, la nutricién materna, el metabolismo materno, los factores endocrinos y la
perfusion y funcion de la placenta (Roland et al., 2012). Los factores genéticos
contribuyen entre un 30 y un 50% a la variacion del peso al nacer, mientras que el resto
se debe a factores ambientales (Schettler et al., 1999). En la actualidad, se han identificado
numerosos factores de riesgo que pueden inducir alteraciones en el crecimiento fetal

"normal", clasificados como factores maternos, fetales y placentarios.

Los factores maternos tienen una influencia significativa en el desarrollo del feto debido
a la plasticidad del organismo en desarrollo, que le permite adaptarse al ambiente en
respuesta a diferentes factores estresantes. Sin embargo, estas adaptaciones pueden
perturbar el desarrollo de 6rganos y sistemas y a la aparicion de enfermedades en fases
posteriores de la vida. Los factores maternos abarcan el entorno materno, los habitos y
estilos de vida y los problemas de salud de la madre. Aspectos sociodemograficos como
la edad materna avanzada y un bajo nivel socioecondémico también se han asociado con
retraso en el crecimiento fetal. Por su parte, el bajo peso materno antes del embarazo, el
escaso aumento de peso durante el embarazo o la deficiencia en la ingesta de nutrientes,
la presencia de enfermedades cronicas maternas (como diabetes mellitus, hipertension

cronica y enfermedades autoinmunes), complicaciones durante el embarazo (como
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preeclampsia y diabetes gestacional, o infecciones), el consumo de drogas (tabaco,
alcohol, estupefacientes), el uso de medicamentos durante el embarazo y la exposicion a
contaminantes ambientales, como los insecticidas, también aumentan el riesgo de retraso

del crecimiento fetal (Mayer et al., 2013; Padmanabhan et al., 2016).

El crecimiento fetal estd influenciado por la funcién de la placenta. Durante la vida
intrauterina, la placenta cumple funciones respiratorias, hepaticas y renales para el feto.
Para desempefiar adecuadamente su funcion, la placenta debe haber experimentado un
desarrollo anatomico y funcional optimo para satisfacer las necesidades del feto. Las
alteraciones en la vascularizacion placentaria pueden reducir el flujo sanguineo entre la
madre y el feto, lo que puede dar lugar a una disminucion del suministro de oxigeno y
nutrientes al feto. Ademas, problemas como la placenta previa, la insercion velamentosa
del cordon umbilical y la vasa previa pueden provocar un crecimiento fetal anormalmente

bajo (Mayer et al., 2013; Sacks et al., 2004).

Entre los factores fetales asociados con la restriccion del crecimiento fetal se encuentran
las aneuploidias, trastornos genéticos como el sindrome de Down y algunas trisomias

(Mayer et al., 2013).

Todos estos factores pueden limitar no solo el crecimiento fetal, sino también dar lugar a
anomalias en el desarrollo fetal que pueden contribuir a la aparicion de patologias en la

vida adulta (Padmanabhan et al., 2016).

2.7 Crecimiento fetal y exposicion a organofosforados y piretroides

Entre los contaminantes ambientales asociados con un mayor riesgo de bajo peso al nacer

o retraso en el crecimiento fetal se encuentran el humo del tabaco, el monoxido de
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carbono, los disolventes organicos, los subproductos de la cloracion del agua y los

insecticidas, especificamente los OPs y piretroides (Windham et al., 2008).

La exposicion a estos agentes quimicos durante el embarazo puede tener diferentes
consecuencias dependiendo del momento en que ocurra. Exposiciones a altas dosis en el
primer trimestre pueden acabar en aborto o muerte fetal, mientras que la exposicion
después del primer trimestre puede dar lugar a anomalias estructurales menores pero ain

afectar el crecimiento y desarrollo en los tltimos dos trimestres (Goldman et al., 2017).

Varios estudios han investigado los efectos de la exposicion prenatal a insecticidas OPs y
piretroides sobre el crecimiento fetal y la evolucion del embarazo. Estas investigaciones
sugieren que estas exposiciones pueden afectar el crecimiento normal del feto y estar
asociada con efectos adversos al nacer. Se ha observado una menor duracion de la
gestacion, disminucion o aumento de peso, reduccion de la talla y disminucion del
perimetro cefalico (Rauch et al., 2012; Wang et al., 2012; Naksen et al., 2015; Hanke et
al., 2003; Whyatt et al., 2004; Berkowitz et al., 2004). Las alteraciones en el crecimiento
fetal normal se han relacionado también con otros efectos adversos en salud tanto en la

infancia (Miller et al. 2016) como en la vida posterior (Barker 2006).

Estudios realizados en poblacidon agricola han observado que el uso convencional de
plaguicidas se asocia con una mayor incidencia de abortos espontaneos y prematuridad
en comparacion con practicas de gestion integrada de plagas (Crisostomo et al., 2002).
Ademas, la exposicion materna a estos compuestos durante el embarazo se ha asociado
con una menor duracion de la gestacion y un menor peso al nacer en comparacion con los

nifios de madres no expuestas (Dabrowski et al., 2003).

En poblaciones de mujeres africanas y dominicanas en Harlem, se encontré una

asociacion entre los niveles de clorpirifés en el plasma del cordon umbilical y una
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disminucion en el peso y la talla del recién nacido. Otro estudio en Nueva York no
encontr6 asociacion entre un metabolito urinario relativamente especifico de clorpirifos
(el tricloropiridinol, TCPy por sus siglas en inglés) y las medidas de crecimiento fetal,
pero se observd una relacion inversa entre el perimetro cefalico y las concentraciones de
ese metabolito en madres con baja actividad de la enzima paraxonasa-1 (PON1) (Whyatt

et al., 2004; Berkowitz et al., 2004).

Otros estudios han obtenido resultados contradictorios ya que no encontraron
asociaciones entre los insecticidas OPs y el crecimiento fetal (Harley et al., 2011; Wang
etal., 2012; Hoffman et al., 2018; Suwannakul et al., 2021; Jaacks et al., 2019). En cuanto
a los piretroides, se ha observado una asociacion negativa con el peso al nacer en madres
expuestas durante el primer y segundo trimestre, asi como una asociacion directa con el
perimetro cefalico en otro estudio (Hanke et al., 2003; Zhang et al., 2014). Sin embargo,
algunos estudios no han encontrado asociaciones entre los piretroides y el crecimiento
fetal (Berkowitz et al., 2004; Chevrier et al., 2019), por lo que la evidencia actual es

inconcluyente.

Los mecanismos mediante los cuales la exposicion a dosis bajas de insecticidas OPs
produce toxicidad difieren de su principal accion de inhibicion de la acetilcolinesterasa
(AChE), ya que estas exposiciones ocurren a concentraciones inferiores al umbral de
inhibicion de la misma. Aunque se conocen poco estos mecanismos no colinérgicos, se
cree que podrian producir cambios en la expresion génica que no se manifiestan al nacer,
pero que aumentan el riesgo de enfermedades en etapas posteriores de la vida
(Androutsopoulos et al., 2013). Algunas de estas perturbaciones podrian ocurrir a través

de la via materna, placentaria o fetal.
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Los plaguicidas no persistentes podrian actuar sobre la madre al afectar la disponibilidad
de micronutrientes como la vitamina D y los antioxidantes. Estos plaguicidas podrian
alterar el metabolismo normal al interferir con la actividad de las enzimas del citocromo

P450 o con el eje endocrino de la vitamina D (Kamai et al., 2019).

Otros posibles mecanismos invocados son el estrés oxidativo y la inflamacion. Tanto los
OPs como los piretroides se han asociado con estrés oxidativo e inflamacion en estudios
realizados en animales y humanos, lo que podria originar una restriccion del crecimiento

y cambios en las funciones metabolicas y vitales de las células (Shelton et al., 2012).

El mecanismo que se considera mas plausible para los efectos de los insecticidas OPs y
piretroides en el crecimiento fetal es la alteracion endocrina. Estos compuestos son
conocidos como disruptores endocrinos debido a su capacidad para interferir en la
actividad hormonal, especialmente de las hormonas tiroideas, que son esenciales para el
crecimiento y desarrollo normal del feto, asi como para otras regulaciones endocrinas.
Estos plaguicidas actian de manera indirecta sobre la biodisponibilidad y eficacia de otras
hormonas y factores de crecimiento que influyen en el desarrollo fetal normal, como las

catecolaminas y los factores de crecimiento similares a la insulina (Forhead et al., 2014).

Los efectos que estos plaguicidas pueden tener en el sistema endocrino materno también
pueden manifestarse en el sistema endocrino del feto, que es mas sensible a los efectos
toxicos de estos compuestos y pueden afectar al crecimiento. Se han encontrado
asociaciones entre la exposicion prenatal a contaminantes no persistentes y alteraciones
en los niveles de hormonas en sangre del cordon umbilical (Kamai et al., 2019; Street et

al., 2020).

Anivel de la placenta, los insecticidas OPs y piretroides pueden actuar directamente sobre

la vascularizacion placentaria, ya que pueden atravesar la barrera placentaria. Esto puede
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disminuir el suministro de nutrientes al feto, lo que se considera una de las principales
causas de restriccion del crecimiento fetal. Ademas, la produccion de hormonas por parte
de la placenta, que son necesarias para el crecimiento fetal y la viabilidad del embarazo,

también podria verse afectada por estos plaguicidas (Kamai et al. 2019).

Ademéds, estos plaguicidas pueden ocasionar alteraciones epigenéticas al alterar la
metilacion de genes y la modificacion de histonas, que afectan la transcripcion y
expresion de genes. Los factores ambientales pueden interferir en la impronta de IGF-2
(Factor de crecimiento similar a la insulina II), que desempefia un papel importante en el
crecimiento temprano y el desarrollo de drganos y tejidos durante la vida fetal (Kamai et

al., 2019; Granada et al., 2006).

2.8 Evaluacién del crecimiento fetal

El crecimiento fetal desempefia un papel importante en la salud, ya que alteraciones del
mismo sirven como indicadores de un crecimiento fetal adverso y como predictores del
crecimiento postnatal (Kobayashi et al., 2022). Durante décadas, el peso al nacer se ha
utilizado como medida cuantitativa para determinar un crecimiento 6ptimo del individuo

(Deter et al., 2018).

Existen varios métodos para clasificar el peso al nacer, siendo el mas comun la utilizacién
de percentiles. Los recién nacidos cuyo peso al nacer se situa por debajo del percentil 10
para la edad gestacional se clasifican como pequefios para la edad gestacional (SGA, por
sus siglas en inglés), aquellos entre el percentil 10 y 90 como apropiados para la edad
gestacional (AGA), y los que estan por encima del percentil 90 como grandes para la edad

gestacional (LGA) (Battaglia et al., 1967). Esta clasificacion ha permitido establecer
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asociaciones entre el tamafio del recién nacido y el parto prematuro con la mortalidad
neonatal (Monier et al., 2017). El parto prematuro (el que se produce antes de las 37
semanas de gestacion) es un efecto adverso que se considera tanto la principal causa de
muerte en el primer mes de vida como una de las principales causas de problemas de

salud a largo plazo (Windham et al., 2008).

Esta clasificacion se basa en la edad gestacional en el momento del parto, que se obtiene
a partir de la fecha de la ultima regla (FUR), y que permite determinar no solo la edad
gestacional sino también la fecha probable de parto. Es fundamental obtener una edad
gestacional precisa, ya que sirve como base para el diagndstico de alteraciones en el
crecimiento fetal y se compara con el peso fetal o peso al nacer de otros fetos de la misma
edad gestacional utilizando curvas de crecimiento. Otra forma de calcular la edad

gestacional es mediante ecografias (ver més adelante).

En una gestacion normal, cuya duracion media es de 40 semanas, el peso al nacer
promedio es de 3500 g y la longitud promedio es de 50 cm. Existen diferencias de tamafio
entre los sexos, siendo las nifias en general mas pequefias en términos de peso y longitud
que los nifios, con una diferencia de aproximadamente 150 g en el peso y 0.65 cm en la

longitud (Carrascosa et al., 2003).

Otra forma de clasificar a los recién nacidos es mediante el bajo peso al nacer (BPN), que
se define como un peso inferior a 2500 gramos y la macrosomia con un peso superior a
4000 gramos o mas. Estos indices tienen la ventaja de ser faciles de medir y presentan
una fuerte correlacion con efectos adversos perinatales (Mayer et al., 2013). Se ha
observado que la mortalidad durante el primer afio de vida en los recién nacidos a término
con un peso inferior a 2500 gramos es 40 veces mayor que en los recién nacidos con peso

normal (Windham et al., 2008).
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Gracias a los avances en la atencion obstétrica, se han introducido técnicas no invasivas
como la ecografia para obtener parametros de crecimiento a lo largo del embarazo y no
solo en el momento del parto. Para ello, se realizan biometrias seriadas en diferentes
etapas de la gestacion que, junto con la antropometria al nacer, permiten evaluar los
parametros de crecimiento y las trayectorias de crecimiento en los diferentes trimestres
del embarazo. Esto proporciona informacion util sobre el crecimiento fetal y mejora la
prediccion de los bebés con bajo peso o alteraciones en el crecimiento (Salomon et al.,
2019). Al realizar biometrias fetales mediante ultrasonidos en lugar de solo tomar
medidas después del parto, se reducen los errores de medicion y se puede evaluar el
crecimiento a lo largo de todo el embarazo, no solo en un momento puntual. Desde el
punto de vista de la investigacion, también permite evaluar los periodos de mayor
vulnerabilidad fetal, conocidos como "ventanas temporales"”, en los que el feto es mas
sensible a las perturbaciones ambientales y cémo cada parametro biométrico se ve

afectado (Kamai et al., 2019).

La biometria se ha convertido en una herramienta esencial para la evaluacion del tamafio
fetal, aumentando la deteccion del retraso del crecimiento fetal y la identificacion de
aquellos casos con mayor riesgo de morbilidad neonatal (Kiserud et al., 2017). La SEGO
(Sociedad Espafiola de Obstetricia y Ginecologia) recomienda en sus protocolos realizar
de forma sistematica 3 ecografias durante la gestacion, una en cada trimestre del
embarazo, mas concretamente, la primera en la semana 10-14, la segunda en las semanas
16-18 y la tercera en las semanas 32-34 (Gonzélez-Gonzdlez et al., 2009). La biometria
fetal consiste en la medicion de los segmentos anatomicos del feto mediante
ultrasonografia. Se pueden tomar diversas medidas, pero las mas comunes son la longitud

craneocaudal (CRL, por sus siglas en inglés “crown rump length’), didmetro biparietal
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(DBP), circunferencia de la cabeza (CC) o perimetro cefalico, circunferencia abdominal

(CA) y longitud del fémur (LF) (Figura 4).

AC 862cm

GA 15w0d

AUA 14wSd EFW 392q(1402)
GA 20wBd 81 5%

CA LF

Figura 4. Principales medidas antropométricas fetales obtenidas por ecografia (CRL: longitud
craneocaudal, DBP: didmetro biparietal, CC: circunferencia de la cabeza, CA: circunferencia abdominal,
LF: longitud del fémur) (Fuente: radiopedia.org para DBP, CC, CA y LF; Proyecto Infancia y Medio
Ambiente -INMA- para CRL).

Estas medidas son la base de muchas férmulas para estimar y calcular el peso fetal. El
mejor control se hace con mediciones seriadas a las semanas 24, 28, 32 y 36 de amenorrea.
En la tabla 5 se presentan los valores de los pardmetros ecograficos mas habituales en

diferentes semanas de gestacion (Gonzalez-Gonzélez et al., 2009).
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Tabla 5. Principales medidas antropométricas fetales durante la gestacion

Amenorrea | DBP LF CC CA
(semanas) (mm) (mm) (mm) (mm)
20 45 30 175 150
24 58 40 225 188
28 70 50 560 240
32 81 59 295 280
36 88 68 320 320
40 94 72 355 365

La CRL es crucial para determinar la edad gestacional en el primer trimestre del
embarazo, entre las 8 y las 14 semanas de gestacion (O'Gorman et al., 2018). Esta medida
se toma desde la parte superior de la cabeza hasta el coxis (Salomon et al., 2019), tiene
un margen de error de entre 3 y 5 dias, dependiendo de la edad gestacional de la mujer, y

aumenta aproximadamente 10 mm por semana de gestacion (Arduini et al., 2009).

El DBP es el diametro maximo de una seccion transversal del craneo a nivel de las
eminencias parietales. Es una medida altamente precisa en el primer y segundo trimestre
de embarazo y muestra un crecimiento lineal de 3 mm por semana desde las 14 hasta las

28 semanas de gestacion, y de 2 mm por semana hasta el término del embarazo.

La CC se mide en el mismo nivel que el DBP y representa el perimetro exterior del craneo
fetal. Experimenta un crecimiento aproximado de 14 mm por semana entre las 14 y las
17 semanas de gestacion, para luego reducirse a S mm hasta el término del embarazo. La
CC se utiliza como sustituto del DBP para determinar la edad gestacional cuando el DBP

supera los 84 mm o cuando el embarazo estd en una etapa avanzada (segundo trimestre).
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La CA es la longitud del perimetro exterior del abdomen fetal, medida en una vista
transversal a nivel de la porcion intrahepatica de la vena umbilical. La CA muestra un
crecimiento lineal con una media de 11 a 12 mm por semana hasta el término del

embarazo.

La LF mide la porcién osificada del fémur desde la diafisis hasta la metafisis (Zalifinas et

al., 2017; Arduini et al., 2009).

Como se ha mencionado anteriormente, la CRL es la medida més precisa para determinar
la edad gestacional en el primer trimestre. En el segundo, el DBP, la CC y la CA permiten
estimar la  edad  gestacional 'y una  fecha  estimada de  parto

(https://radiopaedia.org/articles/biparietal-diameter). Estos parametros biométricos

también se utilizan para estimar el peso fetal en diferentes etapas del embarazo, lo cual
se conoce como peso fetal estimado (PFE). Existen varias formulas para calcular el PFE,

siendo la mas comun la de Hadlock et al. (1984):

Log,o PFE = 1,4787 (0,003343 x CA = LF) + (0.001837 « DBP?) + (0.0458 * CA)

+ (0.158 % LF)

Se considera que esta formula es la mas precisa para determinar el tamafio fetal, y a
medida que se incluyen mas pardmetros biométricos en la féormula, se reduce el margen
de error. Los errores absolutos medios asociados con estas formulas son
aproximadamente del 10% (O'Gorman et al., 2018), lo que mejora la precision ecografica

y proporciona estimaciones mas exactas del peso fetal.

El PFE obtenido en cada biometria se compara con las curvas de crecimiento fetal para
determinar si el feto tiene un tamafio adecuado para su edad gestacional. Las tablas de

crecimiento fetal se han utilizado en la préctica clinica para monitorizar el crecimiento
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fetal, neonatal e infantil. Sin embargo, las tablas de crecimiento tempranas tienden a
incluir la mayoria de los nacimientos en la poblacién, aunque se produzcan en
condiciones de crecimiento subdptimas y con efectos adversos en el nacimiento. Estas
tablas se conocen como "descriptivas" o de "referencia" porque describen cdmo crecen

realmente los fetos en una poblacion o grupos de poblaciones.

En la actualidad, han surgido nuevas tablas de crecimiento, como las elaboradas por el
proyecto Intergrowth 21% de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Instituto
Nacional de Salud y Desarrollo Infantil de los Estados Unidos (NICHD, por sus siglas en
inglés). Estas nuevas tablas se basan en poblaciones sanas con embarazos de bajo riesgo
y se conocen como tablas "prescriptivas" o "estandares". Su objetivo es mostrar como
deberia ser el crecimiento "normal" de los fetos en lugar de como crecen realmente. Al
reflejar un crecimiento fetal Optimo, estas tablas se consideran mas efectivas para

monitorizar el crecimiento fetal y detectar alteraciones en el mismo.

Sin embargo, existe cierta controversia sobre qué tipo de tablas de crecimiento se deben
utilizar en la practica clinica. Algunos estudios han demostrado que las variables maternas
tienen un impacto significativo en el peso fetal y que las curvas personalizadas son mas
precisas que los estandares para detectar los fetos que realmente son pequefios para su
edad gestacional (Gardosi et al., 1997; Kase et al., 2012; Gardosi et al., 2014). Sin
embargo, otros estudios no han encontrado ventajas significativas en el uso de estas
curvas personalizadas (Smith et al., 2014). Actualmente, persisten las discrepancias sobre

cuales curvas son mas adecuadas para utilizar en la practica clinica (Ghi et al., 2016).

La evaluacion del crecimiento fetal y sus desviaciones es una tarea compleja. El uso de
las herramientas disponibles es fundamental para diagnosticar y detectar precozmente los

fetos con alto riesgo de efectos adversos al nacimiento, lo que a su vez puede contribuir
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a reducir los partos prematuros y el bajo peso al nacer. Es esencial utilizar enfoques
multidimensionales, como la biometria y las curvas de crecimiento, para obtener una
evaluacion integral del crecimiento fetal y brindar una atencién obstétrica Optima

(Wanyonyi et al 2018).

2.9 Justificacién del estudio

En Andalucia hasta el momento, no se han realizado estudios que evalten el efecto
potencial de la exposicion a plaguicidas no persistentes (organofosforados y piretroides)
sobre el crecimiento fetal. Estudios en diversas partes del mundo, han observado que la
exposicion a plaguicidas organofosforados y piretroides antes y durante el embarazo
influye de manera negativa en el crecimiento del feto y aumentan el riesgo de tener hijos
con bajo peso al nacer (Naksen W, 2015) (Rauch SA, 2012) (Hanke W, 2003) (Zhang J,
2014), disminucion de la talla del recién nacido (Whyatt RM R. V., 2004), acortamiento
de la duracion de la gestacion (Rauch SA, 2012) (Eskenazi B, 2004) (Wang P, 2012) y

disminucién de la circunferencia de la cabeza (Berkowitz GS, 2004).

Almeria es la provincia de Andalucia con mayor consumo de plaguicidas anual (tn). En
2020, el 36,13% del total de consumo de insecticidas y nematomicidas de Andalucia tuvo
lugar en Almeria. Esta provincia presenta una gran actividad agricola, sobre todo en la
comarca del poniente Almeriense, la cual presenta la mayor superficie de cultivo bajo

plastico a nivel nacional.

A pesar de ser una zona con mayor riesgo de exposicion tanto a nivel ocupacional como
ambiental a este tipo de productos, los efectos que puede ocasionar sobre la salud de los

colectivos més vulnerables (mujeres embarazadas y el feto), que por sus caracteristicas
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tienen mayor riesgo de exposicidn a estas sustancias, son poco conocidos. En particular,
la informacion sobre los posibles efectos a corto y largo plazo de la exposicion prenatal a
los plaguicidas organofosforados es limitada. En Andalucia, del total de muertes infantiles
producidas en 2018, el 36,8% fueron debidas a afecciones originadas en el periodo
perinatal, entre las que se encuentran trastornos en la duraciéon de la gestacion y
crecimiento fetal, retardo del crecimiento fetal, desnutricion fetal, inmadurez extrema y
peso extremadamente bajo al nacer (Ruiz Benitez, 2019). Hasta el momento, los estudios
realizados para evaluar la asociacion entre la exposicion a plaguicidas organofosforados
y crecimiento fetal son insuficientes y la evidencia existente no es concluyente. Los
resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral podrian servir para arrojar luz sobre
estudios epidemiologicos previos con hallazgos ambiguos sobre esta relacion. Mejorando
asi, la comprension acerca de las consecuencias para la salud de las exposiciones a bajas

dosis sobre la salud y los posibles problemas mas adelante en la vida.
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3. Hipotesis y objetivos

3.1 Hipotesis

El uso de plaguicidas no persistentes (organofosforados y piretroides), aunque desde hace
décadas se ha venido utilizando en la agricultura, en la actualidad su uso se ha extendi6
al ambito doméstico. Las personas en general pueden estar expuestos a estas sustancias a
través del ambiente o la dieta, lo que ha generado preocupacion por el efecto que estas
exposiciones pueden causar en la salud de la poblaciéon y en especial en las personas mas
vulnerables como las mujeres embarazadas y el feto. La Comarca del Poniente
Almeriense es la zona de Almeria con mayor consumo de plaguicidas y hectareas de
cultivo bajo plastico, siendo el riesgo para la salud mayor en poblaciones con una
actividad agricola intensiva. Estudios sugieren que la exposicion prenatal a plaguicidas
organofosforados y piretroides pueden afectar al crecimiento fetal normal, alterando los
parametros antropométricos al nacer, acortando la edad gestacional y la prematuridad.
Estos efectos pueden tener consecuencias negativas para la salud del individuo a corto,
medio y largo plazo. La hipdtesis de este estudio sugiere que existe una asociacion
negativa entre la exposicion prenatal a plaguicidas organofosforados y piretroides y la
antropometria al nacer, la edad gestacional y la prematuridad. Ademas se observan

diferencias de efecto de los compuestos entre nifios y nifias.
3.2 Objetivos
3.2.1 Objetivo General

Evaluar la asociacion entre la exposicion prenatal a plaguicidas no persistentes
(insecticidas OPs y piretroides) y la antropometria al nacer y crecimiento fetal medido a
través de ecografias seriadas, en binomios madre-hijo/a residentes en la comarca del

poniente almeriense
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3.2.2 Objetivos especificos:

a)

b)

d)

f)

9)

Evaluar la exposicion a insecticidas OPs y piretroides mediante la determinacion
de sus metabolitos mas comunes en orina materna (DAPs para OPs en general y
TCPy como metabolito relativamente especifico de clorpirifés; y 3-PBA, un

metabolito inespecifico de varios piretroides)

Evaluar el crecimiento fetal a lo largo del embarazo mediante biometrias fetales
(ecografias) seriadas a las gestantes a las 12, 20 y 34 semanas de gestacion en

medio hospitalario.

Evaluar la antropometria al nacer mediante la medicion del peso, talla y perimetro

cefalico del neonato en medio hospitalario.

Determinar la edad gestacional de los recién nacidos y establecer la subcategoria

de recién nacidos prematuros

Evaluar la asociacion de los niveles en orina de insecticidas OPs y piretroides
durante la etapa prenatal (primer y tercer trimestre) y la antropometria al nacer,

edad gestacional y prematuridad.

Evaluar la asociacion de los niveles en orina insecticidas OPs y piretroides durante
la etapa prenatal (primer y tercer trimestre) y y las biometrias seriadas a las 12, 20

y 34 semanas de gestacion.

Evaluar la diferencia por sexo en los objetivos e y £
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Disefo

El estudio se ha realizado en el marco de la Cohorte prospectiva de nacimiento
prospectiva GENEIDA (Genetics, Environmental Exposures and Infant Development in

Andalusia)
4.1.1 Poblaciéon de estudio

Binomios madre-hijo/a. Mujeres que asistieron al programa de seguimiento del embarazo
en el Hospital Universitario Poniente (El Ejido, Almeria), durante el periodo 2014-2017

y asistidas en el momento del parto en dicho hospital.
4.1.2 Reclutamiento y seleccion de participantes

El reclutamiento de las mujeres embarazadas se realizd en el hospital de referencia del
Distrito Sanitario Poniente, Hospital Universitario Poniente (HUP), el cual da cobertura
de servicio a 14 municipios (Adra, Alcolea, Bayarcal, Berja, Dalias, El Ejido, Enix, Felix,
Fondoén, Laujar de Andarax, La Mojonera, Paterna del Rio, Roquetas de Mar y Vicar)
pertenecientes a 5 zonas bésicas de salud (Adra, Berja, Roquetas de Mar, Vicar y el
Ejido)®. En total se reclutaron 800 mujeres durante el primer trimestre del embarazo, en

el periodo 2014-2017.

En octubre del 2013 se iniciaron las reuniones con los jefes del servicio de obstetricia y
pediatria del HUP con el objeto de informales sobre los objetivos del estudio y la

metodologia a seguir para la captacion de las mujeres y la realizacion de las ecografias

3 http://www.ephpo.es/hponiente/informacion_del_centro/area_influencia.php

[91]



Giménez-Asensio M.J IV. MATERIAL Y METODOS

seriadas durante el embarazo. Como paso previo, se realizé un estudio piloto en un total

de 12 participantes.

En mayo del 2014 se inici6 la captacion de las participantes, que se prolongd hasta
noviembre de 2017. Las participantes fueron reclutadas en el marco del programa de
seguimiento de mujeres embarazadas del HUP, aprovechando la primera visita que
realizaban al Servicio de Obstetricia (12-13 semanas de gestacion). Después de
informarles sobre los objetivos del estudio, todas aquellas mujeres que aceptaron
participar y cumplian los criterios de inclusion (y ninguno de los de exclusion) firmaron
una hoja de consentimiento informado y se les inform6 sobre su derecho a abandonar en

cualquier momento sin tener que dar explicaciones,

Los criterios de elegibilidad fueron los siguientes:

Criterios de inclusion

a) Edad de la mujer (> 16 afos)

b) Primera visita al hospital entre la semana 12-13 de gestacion

¢) Embarazo tnico (no gemelar)

d) Embarazo natural (no resultado de técnicas de reproduccion asistida).

e) Tener previsto dar a luz en el HUP (para garantizar el seguimiento de la

embarazada hasta el parto)

Criterios de exclusion

a) Haber sido diagnosticada clinicamente de una enfermedad cronica previa al
embarazo y estar bajo tratamiento médico (hipo o hipertiroidismo, céncer,

diabetes, enfermedades pulmonares, renales, hepaticas, cardiacas, etc.)
[92]



Giménez-Asensio M.J IV. MATERIAL Y METODOS

b) Dificultad en la comprension del idioma castellano (para evitar barreras

idiomaticas a la hora de recoger informacion).

4.1.3 Tamano muestral

El tamano de la muestra para el presente estudio se calculd mediante el software GPower.
El calculo se basé en los resultados observados en el articulo Eskenazi et al. (2004), donde
se observo una asociacion significativa entre la exposicion prenatal a DAPs y el perimetro
cefalico al nacer (= 0,32; p=0,03). El tamafo de la muestra necesario para replicar este
coeficiente B beta para un error a=0,05, una potencia de 0,9, y el mismo numero de
predictores es, como minimo, n=536. Sobre esta base, los analisis de este estudio se han
realizado en una submuestra de 537 parejas madre-hijo seleccionadas aleatoriamente de
entre los 800 binomios madre-hijo/a participantes en la cohorte GENEIDA con objeto de

economizar recursos.

4.2 Variables de estudio
Se definieron las siguientes variables de estudio:
a) Variables dependientes:

e Crecimiento fetal: evaluado a través de medidas antropométricas al nacer
(peso, talla y perimetro cefalico) y biometrias fetales medidas mediante

ecografias seriadas (DBP, CA, CC, LF, PFE).

o Indice ponderal, edad gestacional y prematuridad (nacimiento que se produce

antes de las 37 semanas de gestacion),
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b) Variables independientes

e Exposicion a plaguicidas no persistentes, mediante la determinacion de
diferentes biomarcadores de exposicion a plaguicidas en orina de la madre en

el primer y trimestre de embarazo:
- Seis DAPs (metabolitos inespecificos de insecticidas organofosforados).

- Tricloropiridinol (TCPy), un metabolito relativamente especifico del
clorpirifds, aunque también lo es de metil-clorpirifos y de triclopir (un

herbicida no relacionado estructuralmente con los OPs)

- Acido 3-fenoxibenzoico (3-PBA), un metabolito inespecifico de algunos

insecticidas piretroides.
C) Variables confusoras y covariables

e Se recogi6 informacion de diferentes variables confusoras y covariables a través de

cuestionarios y de las historias clinicas

4.2.1 Crecimiento fetal (medidas antropométricas al nacer y biometrias fetales

seriadas) y edad gestacional

El crecimiento fetal y edad gestacional se evaluaron a través de las medidas
antropométricas al nacer y las biometrias fetales estimadas a las 12, 20 y 34 semanas de
gestacion a partir de diferentes ecografias seriadas a lo largo del embarazo, segun se ha

descrito previamente (Gaillard et al., 2014).

a) Medidas antropométricas al nacer e indice ponderal
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Las medidas antropométricas de los recién nacidos (peso, talla y perimetro cefalico) se
obtuvieron de los registros clinicos hospitalarios. Se calcularon las puntuaciones z-
especificas* (z-score) de las mismas mediante la utilizacién de tablas estandarizadas de
crecimiento fetal y del recién nacido ajustadas por edad gestacional y sexo, elaboradas en

el proyecto INTERGROWTH-21% [Villar et al. 2014].

El indice ponderal se calcul6 utilizando la siguiente formula:

. Peso
Indice Ponderal (IP) del RN = —(g) x 100

talla (cm)3

b) Evaluacion del crecimiento fetal a través biometrias fetales

Se obtuvieron diferentes medidas biométricas del feto a través de ecografias seriadas
realizadas por obstetras cualificados durante el seguimiento del embarazo, utilizando los
ecografos modelo Toshiba Applio para las ecografias realizadas en el primer y tercer
trimestre de embarazo y el modelo General Electric Voluson E8 para las ecografias del
segundo trimestre de embarazo. Los paradmetros biométricos recogidos en todas las
ecografias realizadas durante el embarazo fueron: didmetro biparietal (DBP),
circunferencia abdominal (CA), circunferencia de la cabeza (CC) y longitud del fémur
(LF). Ademas, en la primera ecografia obstétrica se recogio la longitud céfalo-caudal

(CRL) necesaria para determinar la edad gestacional del feto.

Aunque el nimero minimo de ecografias realizadas durante el embarazo fue de 3, una en

cada trimestre de embarazo, este nimero pudo variar en funcion de las caracteristicas del

4 Numero de desviaciones tipicas que un valor dado toma con respecto a la media de su muestra. Es una
variable estandarizada o normalizada que se utiliza en estadistica para comparar datos procedentes de
diferentes muestras o poblaciones
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embarazo y de la propia salud de la madre. En algunos casos se pudo realizar un
seguimiento mas exhaustivo, llegdndose incluso hasta 11 ecografias a lo largo del

embarazo.

Por lo tanto, a cada feto se le realizaron una serie de ecografias en diferentes edades
gestacionales, no siendo el mismo para todos. Con objeto de armonizar el nimero de
ecografias disponibles de cada feto para el andlisis estadistico de los datos, se
seleccionaron 3 ventanas temporales a lo largo del embarazo correspondientes a cada
trimestre (12, 20 y 34 semanas de gestacion) siguiendo la metodologia descrita en
estudios previos [Iniguez et al. 2016]. Con la informacion disponible de las diferentes
ecografias realizadas a cada embarazada se estimaron los pardmetros biométricos de cada
feto en dichas semanas de gestacion, siguiendo la metodologia que se describe a

continuacion.

En una primera fase se depur6d la base de datos buscando valores anémalos de los
diferentes parametros biométricos, los cuales fueron revisados o eliminados por existir
errores tipograficos. Una vez depurada, se ajustdé un modelo lineal mixto para cada
parametro biométrico, con objeto de estimar cada uno de estos parametros en funcion de
la edad gestacional del feto (12, 20 y 34 semanas de gestacion) utilizando los datos
disponibles junto con una serie de variables de ajuste. Estas incluian sexo del recién
nacido (V/M), edad de la madre en afios (variable continua), edad de la madre categdrica
(<25, 25-29, 30-34, >34 afios), peso de la madre previo al embarazo (continua), peso
previo de la madre expresado en forma categorica (<55, 55-70, >70 kg), talla de la madre
en cm (continua), talla de la madre categoérica (<160, 160-165, >165 cm), indice de masa
corporal (IMC) previo al embarazo (continua), IMC previo al embarazo expresado en

forma categorica (<18.5, inferior a lo normal; 18.5-24.9, normal; 25-29.9, sobrepeso; y
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>30 kg/m? obesidad), LogIMC previo al embarazo, paridad (continua), paridad
(primipara, variable dicotdémica: si o no), etnia de la madre (blanco, otros) y nacionalidad

de la madre (espafiola, otros).

Finalmente las variables de ajuste que quedaron en el modelo para cada parametro

biométrico fueron los siguientes:

- DBP se ajust6 por paridad (primipara; si o no), talla de la madre categorica
(<160, 160-165, >165 cm), IMC previo de la madre (LogIMC) y el sexo del
recién nacido.

- CC se ajustd por peso previo de la madre (continua), paridad (primipara; si o
no), edad de la madre (continua), sexo del recién nacido y talla de la madre
categorica.

- CA se ajust6 por IMC previo de la madre (LogIMC), sexo del recién nacido,
paridad (primipara; si 0 no), edad de la madre categorica (<25, 25-29, 30-34,
> 34 anos), peso previo de la madre expresado en forma categorica (<55, 55-
70,>70 kg) y talla de la madre expresado en forma categodrica (<160, 160-165,
>165 cm).

- LF se ajusto por IMC previo de la madre (LogIMC), paridad (primipara; si o
no), etnia de la madre y peso previo de la madre expresado de forma continua.

- PFE se ajust6 por peso previo de la madre expresado de forma continua, sexo
del recién nacido, paridad (primipara; si o no), IMC previo al embarazo
categorico (<18.5, inferior a lo normal; 18.5-24.9, normal; 25-29.9, sobrepeso;
y >30 kg/m?, obesidad) y etnia de la madre.

A partir de los estos modelos mixtos ajustados se estimaron los valores de los parametros
biométricos de cada feto en las semanas 12, 20 y 34 de gestacion. Estos valores estan

condicionados por la disponibilidad de los datos ecograficos mas cercanos a dichas
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semanas, pudiendo asi armonizar la informacion para el andlisis estadistico. Las

estimaciones obtenidas se expresan directamente en forma de puntuaciones z-especificas.

El analisis estadistico se realizd con el software R, usando la funcion gls del paquete nlme

para justar los modelos lineales mixtos.

Analisis de fiabilidad biometrias en el primer trimestre de embarazo.

Se realiz6 un analisis de fiabilidad de las mediciones de los pardmetros biométricos a las
12 semanas de gestacion realizados por 3 obstetras participantes en el proyecto sobre una
muestra de 24 mujeres. En el estudio se evalud la validez de las mediciones tomando
como “Gold Standard” las mediciones de la supervisora, la concordancia entre

observadores, y la reproducibilidad intra- observador.

El coeficiente de correlacion intra-clase (CCI) en el analisis de validez de las mediciones
fue superior a 0.70 para todos los pardmetros biométricos para los 2 obstetras, siendo
superior para CC y CA (entre 0.85 y 0.90) y algo menor para DBP y LF (entre 0.71 y

0.77).

El CCI inter-observador fue muy alto para CC y CA (0.81 y 0.86 respectivamente), y
estuvo en torno a 0.60 para DBP y LF. El CCl intra-observador alcanzo valores superiores

a 0.90 en la mayoria de las mediciones y tomod su menor valor en el caso de DBP (0.71).

c) Edad gestacional y prematuridad

La edad gestacional se midio en semanas enteras a partir a partir del primer dia de la fecha
de la tltima regla (FUR). Esta informacion se obtuvo preguntando a la mujer durante la
visita obstétrica de 1° trimestre de embarazo, aunque su fiabilidad depende del correcto
recuerdo de la madre y de la regularidad de sus ciclos menstruales (Gaillard et al., 2014).

Posteriormente el ginecologo estimd la FUR operacional en base al promedio de tres
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imagenes satisfactorias de la CRL en la ecografia realizada entre los dias 0 y 6 de la
semana 12 de gestacion (ver Figura 4 en Introduccion). En aquellos casos en los que la
FUR declarada por la madre y la operacional diferian en mas de 7 dias, se escogi6 la

estimacion ecogréfica al ser considerada como la mas correcta.

Se definié prematuridad en base a la edad gestacional, considerando prematuros a los
recién nacidos antes de las 37 semanas de gestacion y a término a los recién nacidos vivos

entre las semanas 37 y las 42.

4.2.2 Evaluacion de la exposicion prenatal a plaguicidas no persistentes

La exposicion prenatal a plaguicidas no persistentes se determindé mediante
biomonitorizacién urinaria de biomarcadores de exposicion. Estos consistian en
metabolitos de insecticidas OPs y piretroides en muestras de orina recogidas en dos
periodos del embarazo, primer trimestre (12-13 semanas de gestacion) y tercer trimestre

(36 semanas de gestacion):

e Seis DAPs (DMP, DMTP, DMDTP, DEP, DETP y DEDTP), que son metabolitos

no especificos de insecticidas OPs.

e 3,5,6-Tricloro-2-piridinol (TCPy), un metabolito relativamente especifico del

clorpirifos.
e Acido 3-fenoxibenzoico (3-PBA), un metabolito inespecifico de piretroides.

Las mujeres participantes recogieron muestras de orina de primera hora de la mafiana en
su domicilio, tras haber recibido previamente instrucciones sobre como hacerlo. Se les

entregd un kit de recogida de muestras compuesto por un recipiente estéril de
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polipropileno y un protocolo impreso en papel por si surgia alguna duda, todo ello para
que las muestras fueran recogidas en las condiciones Optimas de higiene, preservacion y
almacenamiento hasta su entrega en la visita. Posteriormente, las muestras de orina se

alicuotaron en tubos de 5 ml y se guardaron en ultracongelador a — 80° C hasta su analisis.

Las muestras de orina se enviaron a la Unidad de Toxicologia de la Universidad Las
Palmas de Gran Canaria (Islas Canarias, Espaia) para su posterior andlisis. El envio se
realiz6 utilizando contenedores de porexpan con hielo seco para evitar romper la cadena
de frio. Una vez en destino, las muestras de orina se almacenaron a -80 °C hasta su
analisis. Antes del analisis, las muestras de orina se descongelaron a 4°C y posteriormente
se homogeneizaron y centrifugaron. La extraccion consistio en un método rapido, facil,
barato, efectivo, robusto y seguro (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged & Safe,
QuEChERS por sus siglas en inglés) optimizado y validado en este laboratorio. Se trata
de una técnica de preparacion de muestras que simplifica enormemente el analisis de
residuos de plaguicidas. Se afiadieron 2 ml de orina y 100 pl de B-glucuronidasa en un
tubo de centrifuga de 15 ml, se mezclaron e incubaron a 37 °C durante la noche. Al dia
siguiente las muestras se agitaron y centrifugaron a 4200 rpm x 5 °C durante 5 min en
una centrifuga Eppendorf 5804 R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). El sobrenadante se
transfirid a un tubo nuevo y se afadieron 2 mL de acetonitrilo (ACN)-2% acido formico
(FA) y se agito durante 1 min. A continuacion, se afiadieron 1,2 g de MgSO4 y 0,3 g de
CH3COONa, se agitd vigorosamente durante 1 min y se volvid a centrifugar con los
mismos parametros. El extracto se sometid a un proceso de limpieza con 50 mg de C18 'y
300 mg de MgSO4, se agitd enérgicamente durante 1 min y se centrifugd como en el paso
anterior. Posteriormente, el sobrenadante se filtré a través de filtros PET Chromafil® de
0,22 um (Macherey-Nagel, Diiren, Alemania) y se evapord 1 ml a 35 °C durante 2:30 h

utilizando un concentrador rotativo de vacio RVC 2-25 CD plus (Christ, Alemania).
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Finalmente, el residuo se reconstituyé con 100 pL de una solucion de metanol
(MeOH):Agua (10:90) y se transfirio a un vial de cromatografia de vidrio ambar

(Gimenez-Asensio et al., 2023).

Las muestras se analizaron mediante cromatografia liquida con espectrometria de masas
en tandem (LC-MS/MS) en un equipo de cromatografia liquida de ultra alto rendimiento
(UHPLC) Agilent 1290 acoplado a un espectrometro de masas Agilent 6460, que permite
la separacion e identificacion de mezclas complejas. Las separaciones cromatograficas se
realizaron con una columna Poroshell 120 EC-C18 de 2,1 x 100 mm, 2,7 um equipada
con una precolumna Poroshell Guard de las mismas caracteristicas y una longitud de 2,1
x 5 mm (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA, EE. UU.). La fase movil consistio en
acido formico al 0,1 % en agua (A) y metanol (B). Se program6 un gradiente binario
usando las fases méviles A y B de la siguiente manera: 0-2 min, 10% B; 2-4 min, 20% B;
4-8 min, 40% B; 8-10 min, 50% B; 10-12 min, 60% B; 12-14,20 min, 80% B; 14,20-16
min, 100% B; 16-18 min, 10% B. El flujo de la fase movil fue de 0,3 ml/min y el volumen
de inyeccion de 10 pL. La temperatura del horno de la columna se ajust6 a 40 °C. El
tiempo total de andlisis fue de 18 min. Los analisis de MS/MS se realizaron utilizando la
fuente de ionizacion por electropulverizacion de chorro de Agilent (AJS-ESI) en modo
de ionizacién positiva y monitorizacion dindmica de reacciones multiples (AMRM).
Como gas de secado y desolvatacion se utilizé nitrégeno proporcionado por el generador
de nitrogeno Zefiro 40 (F-DGSi, Evry, Francia). Se utilizé nitrogeno 6,0 (99,9999 % de

pureza, Linde, Dublin, Irlanda) como gas de colision (Gimenez-Asensio et al., 2023).

Las concentraciones urinarias de creatinina se determinaron por el método de Jaffé (Jaffe
et al. 1886) en la unidad de biotecnologia del HUP y los resultados se expresaron en

mg/dl.
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Finalmente, las concentraciones de metabolitos en orina se expresaron nmol/L, pg/L,
ug/g creatinina y nmol/g creatinina. Para los metabolitos dialquilfosfatos se calcularon
los sumatorios de aquellos con radicales etilos (XDEs), radicales metilos (XDMs) y la

sumatoria total de diaquilfosfatos (ZDAPs).

4.2.3 Recogida de informacion a través de cuestionarios

En el primer y tercer trimestre de embarazo, aprovechando la visita programada de las
mujeres al HUP, se administraron dos cuestionarios, uno general y otro de frecuencia de
consumo de alimentos (FCA) con objeto de recoger informacion sobre diferentes
variables de interés para el estudio. Los cuestionarios administrados en el primer trimestre
de embarazo recogieron informacion referida a los 12 meses previos a la visita, y el del
tercer trimestre recopild informacion sobre los cambios referentes al periodo
comprendido entre la visita del primer trimestre (<14 semanas) y el tercer trimestre de

embarazo (36 semanas de gestacion).

a) Cuestionario general: este cuestionario se recogié la siguiente informacion:

e Informacion sociodemografica familiar: direccion familiar, situacion familiar
y numero de residentes en el domicilio, ingresos mensuales, nivel de estudios

de la madre, situacion laboral de los padres en el momento de la entrevista,

e Ocupacion de los padres: historia laboral, exposiciones a sustancia quimicas
en el lugar de trabajo y tiempo de exposicion, ocupaciones secundarias
relacionadas con la agricultura y aplicacion de productos fitosanitarios,

habitos de higiene relacionados con la ocupacion laboral.
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Antecedentes médicos de la madre durante los 12 meses previos al embarazo:
diagnostico de enfermedades y medicacion, antecedentes alérgicos, consumo

de farmacos.

Antecedentes médicos: diagndstico de enfermedades durante el embarazo,
complicaciones durante el embarazo, antecedentes alérgicos, consumo de

farmacos, visitas al dentista y diagndstico de enfermedades infecciosas.

Historia reproductiva de la mujer: nimero de embarazos, abortos, nacidos
muertos, malformaciones congénitas, peso al nacer de cada uno de sus hijos,
sexo de los recién nacidos, tipo de parto y duracion de la lactancia (en meses).
Historia familiar de complicaciones durante el embarazo, abortos,

malformaciones congénitas. Uso de anticonceptivos orales.

Con relacion al embarazo actual: uso de anticonceptivos (orales, inyectables o
dispositivo intrauterino -DIU-), n°® de visitas prenatales al centro de atencion
primaria y/o consulta de un ginecélogo privado, sintomatologia del embarazo

(vomitos, episodios febriles, aumento de vello).

Consumo de tabaco: habito tabaquico durante el embarazo y tabaquismo

pasivo (convivencia con fumadores).

Exposiciones ambientales y domésticas: caracteristicas de la vivienda y
reformas realizadas, frecuencia de limpieza y ventilacidon, contaminacion
acustica y atmosférica del vecindario, presencia de mascotas, jardin o huerto
en la vivienda, uso de insecticidas u otros productos en la vivienda y contacto
de la mujer con campos de cultivo y/o invernaderos (proximidad de la vivienda

y pasear).
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e Uso de productos de productos de cosmética e higiene personal: tipo de

cosméticos y frecuencia de uso, tratamientos capilares y rutina de aseo.

e Actividad fisica y sedentarismo: horas de descanso, sedentarismo en el

trabajo, tipo y duracion de actividad fisica durante el tiempo libre.

e Peso y talla de la madre previo al embarazo.

b) Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos (FCA)

Se utilizd un cuestionario de FCA para evaluar la dieta de las mujeres participantes en el
estudio durante el primer y tercer trimestre de embarazo. Este cuestionario ha sido
utilizado previamente en poblacion espafiola (Vioque et al., 2013) y posteriormente
adaptado y validado en nuestra poblacion de estudio (Hinojosa et al. 2021). El
cuestionario estd compuesto por una lista de 119 alimentos y nueve opciones de
frecuencia de consumo (que van desde 'nunca o menos de una vez al mes' hasta 'seis o
mas al dia'). Los alimentos se agrupan en las siguientes categorias: productos lacteos;
carne, pescado y huevos; verdura; legumbres; frutas (incluyendo sus derivados y frutos
secos); pan y cereales; aceites y grasas; bolleria y pasteleria; y mezclas (fritos, salsas,
otros). El cuestionario se completa con items sobre hdbitos de consumo de alcohol,
suplementacion de la dieta con complejos vitaminicos y hébitos de cocinado y
elaboracion de productos alimenticios. La informacion recogida en el primer trimestre de
embarazo estaba referida al consumo de alimentos de las mujeres durante los tltimos 12
meses, mientras que el cuestionario de 3° trimestre refleja el consumo de alimentos desde

la visita del primer trimestre hasta las 36 semanas de gestacion.

¢) Historias Clinicas
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A través de las historias clinicas se recogi6 informacion sobre el sexo de los nifios, peso
de la madre a las 36 semanas de gestacion, complicaciones durante el embarazo,

diagnostico de diabetes gestacional y preeclamsia, e hipo e hipertiroidismo.

4.2.4 Analisis estadistico

a) Analisis descriptivo

El andlisis descriptivo de las caracteristicas de la poblacion de estudio se realizé mediante
el calculo de frecuencias absolutas (valor de n) y relativas (%) para las variables

categoricas y la media y desviacion estandar para las variables continuas.

Para el anélisis descriptivo de las concentraciones de metabolitos DAPs, los valores por
debajo del LOD se imputaron asignando un valor aleatorio utilizando una distribucion
uniforme en el intervalo entre 0 y el LOD. Posteriormente, las concentraciones de los
metabolitos DAPs se transformaron en concentraciones molares (nmol/L) utilizando sus
respectivos pesos moleculares, con objeto de evitar errores debidos al peso molecular de
los mismos (Eskenazi et al. 2004). A continuacion, se calculd la suma de las
concentraciones de los 6 metabolitos dialquilfosfatos (XDAPs), asi como, la suma de los
metabolitos con radical metilo (XDMs) y etilo (XDEs), todo ello tanto para el primer y
tercer trimestres del embarazo. Finalmente, las concentraciones de metabolitos se
ajustaron por niveles de creatinina (nmol/g de creatinina). La medicion de los sumatorios
de DAPs, DEs y DMs es un enfoque comun para cuantificar la exposicion total a OPs

(Barr et al., 2004).

Se calculo la media aritmética, geométrica y los percentiles (50, 75 y 95) para las

concentraciones correspondientes a cada uno de los 6 metabolitos DAPs, XDAPs, XDMs,
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~DEs, TCPy y 3-PBA en el primer y tercer trimestres del embarazo. En las tablas solo se

incluyen datos cuantitativos cuando las concentraciones medias o los percentiles fueron

superiores al LOD.

b) Identificacion de variables confusoras y otras covariables

Para la identificacion de las variables confusoras y covariables se tuvieron en cuenta los

resultados de estudios previos que evaluaron la asociacion entre crecimiento fetal y

exposicion a insecticidas OPs y piretroides, asi como su plausibilidad biolégica. Los

posibles confusores y covariables se describen a continuacion.

Caracteristicas sociodemogridficas: Edad de 1a madre (continua), estado civil
de la madre (casada o pareja estable, soltera, separada o divorciada, viuda y
otros), nivel de estudios de la madre (estudios primarios, secundarios,
universitarios), etnia de la madre (blanca europea, otros), ingresos del nicleo

familiar (<1000€, 1000-2000€, 2001-3000€ y > 3000€).

Informacion relativa al embarazo y nacimiento: IMC pre-embarazo
(continua), ganancia de peso durante el embarazo (continua), tabaquismo (no
fuma, fuma durante el primer trimestre de embarazo, fuma durante todo el
embarazo), presencia de otros fumadores en el hogar (si/no), consumo de
alcohol durante el embarazo (continua; g/dia), ejercicio fisico (si/no), semana
de gestacion en la que se realizd la primera visita obstétrica (continua),
estacion del afio en que se produjo la concepcion (invierno, primavera, verano,
otofio), sexo del recién nacido (nifio/nifia), consumo total de folatos durante el

embarazo (calculado como: suplemento de 4cido folico + 0,6 * ingesta de
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folato de los alimentos en pg/dia; continua), tipo de parto (cesarea, parto

espontaneo, vaginal asistido).

e Historia reproductiva: Paridad (0 primipara, >1 multipara), abortos repetidos

(si/no)

e Exposiciones a plaguicidas: exposicion ocupacional o para-ocupacional a

plaguicidas en general (si/no).

Toda esta informacion permiti6 identificar a priori los factores de confusion y covariables
mediante un grafico aciclico dirigido (DAG, por sus siglas en inglés) (software DAGitty
v3.0) (Figura 5). A partir de este DAG, se identifico un conjunto minimo suficiente de

confusores y covariables para ajustar los modelos multivariantes.

Las complicaciones durante el embarazo (preclamsia, diabetes gestacional y/o
hipertension) no se tuvieron en cuenta para ajustar los modelos debido a su papel como
mediadores, a través de una via causal, entre la exposicion a OPs y la antropometria al
nacer. Esto se hizo para evitar posibles sesgos en las asociaciones observadas (Wilcox et

al. 2011).
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Figura 5. Grafico aciclico dirigido que informa la relacion potencial entre las variables y
covariables de exposicion y efecto. Circulos rojos: variables de confusion. Circulos azules:
covariables (causalidad asociada con resultados de salud). Circulo gris claro: variable no
disponible en nuestro estudio. Circulo gris oscuro: variable descendiente. Flechas verdes: caminos
causales, ya que son las flechas que salen desde la variable de exposicion hacia el efecto y las
flechas rosas o rojas son caminos de sesgo, ya que afectan tanto a la exposicion como al efecto.
Las flechas negras son las que ni son camino de sesgo ni de causalidad.

C) Analisis bivariante y multivariante

Se construyeron modelos lineales generalizados (GLM) bivariados y multivariados para
evaluar el efecto de la exposicion prenatal a plaguicidas OP y piretroides sobre los
parametros de crecimiento fetal (basados en las mediciones de antropometria al nacer),

indice ponderal, edad gestacional y prematuridad.

Las variables dependientes que se utilizaron en este estudio fueron las puntuaciones z
especificas de las mediciones de antropometria al nacer (peso, talla y perimetro cefalico),
el indice ponderal, la edad gestacional y prematuridad). Por su parte, las variables

independientes que se utilizaron para ajustar los modelos de regresion fueron: las
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concentraciones urinarias de los metabolitos DAPs individuales (dicotomizados en
funcién del LOD), ZDAPs, XDEs, XDMs, asi como los niveles de TCPy y 3-PBA
(también dicotomizados en funcién del LOD) correspondientes al primer y tercer
trimestre del embarazo. Asimismo, se utilizaron modelos de ecuacién de estimacion
generalizada (GEE) para analizar la asociacion entre las medidas repetidas de exposicion
prenatal (primer y tercer trimestre) a los diferentes metabolitos de plaguicidas y los
parametros antropométricos al nacer, edad gestacional y prematuridad (Sanchez et al.,
2011). Por ultimo, se realizé un analisis estratificado por sexo en el caso de que el término
de interaccion "exposicion x sexo" en los modelos multivariantes fuera estadisticamente

significativo, con objeto de identificar los efectos especificos del sexo.

Por otra parte, para evaluar la asociacion de la exposicion a los plaguicidas estudiados y
las variables de crecimiento fetal basadas en los pardmetros biométricos medidos a través
de ecografias seriadas, se construyeron modelos lineales bivariantes y multivariantes para
cada una de las ventanas temporales estudiadas (12, 20 y 34 semanas de gestacion). Se
tomaron como variables dependientes las puntuaciones z especificas del DBP, CC, CA,
LF y el PFE correspondientes a las semanas de gestacion anteriormente mencionadas vy,
como variables independientes, las concentraciones de los 6 metabolitos DAPs (cada uno
de ellos dicotomizado en funcion del LOD), X DAPs, XDEs, £DMs) y los niveles de TCPy
y 3-PBA (dicotomizados en funcion del LOD). Al no disponer de informaciéon de las
concentraciones de estos metabolitos en el segundo trimestre de gestacion, se hizo una
estimacion tomando la media de las concentraciones del primer y tercer trimestre.
Asimismo, se utilizaron modelos GEE para analizar la asociacion entre las medidas
repetidas de exposicion prenatal (primer, segundo y tercer trimestre de embarazo a los
diferentes metabolitos de plaguicidas y las medidas repetidas de los pardmetros

biométricos fetales a las 12, 20 y 34 semanas de gestacion (Sanchez et al., 2011).
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Los modelos multivariantes se ajustaron por todas las variables confusoras identificadas
en el DAG y dos covariables (ganancia de peso y tabaquismo materno durante el

embarazo), ya que modificaron significativamente los coeficientes 3 en al menos un 10 %.

Para una estimacion precisa de la exposicion, los niveles de creatinina se manejaron como
una variable de ajuste en los modelos multivariados en lugar de corregir las
concentraciones de metabolitos en orina por los niveles de creatinina, segiin recomiendan

estudios previos (Mage et al. 2004).

La significacion estadistica se fijo en p <0,05. Todos los anélisis estadisticos se realizaron

con el software IBM SPSS statistics v. 21 y R.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio.

Las caracteristicas de la poblacion de estudio se presentan en la tabla 1. La gran mayoria
de las participantes fueron de raza blanca (94,8%), con una edad media de 31 afios y en
su mayoria tenian un nivel de educacion bajo (48,6%). Los ingresos familiares fueron
inferiores a 2000 € mensuales en un elevado porcentaje (62,4%) y el 94,2% de las mujeres
estaban casadas o convivian con una pareja estable. El 40,4% manifestaron que tenian
exposicion ocupacional o para-ocupacional a plaguicidas. El consumo medio del alcohol
durante embarazo fue de 1,12 g/dia y solo el 13,1% de las madres fumaron durante todo
el embarazo y algo menos del 5% lo hicieron en el primer trimestre. El peso y la talla
media previos al embarazo fueron de 64,8 kg y 163 cm respectivamente. El IMC
promedio fue de 24,18 kg/m?y solo un 2.8% de las mujeres no realizo ningiin tipo de
ejercicio durante el embarazo. La mayoria de las mujeres eran multiparas (62,2%) y solo

un 8,4% habia sufrido abortos previos al embarazo actual.

De los 537 recién nacidos, el 53,3 % fueron de sexo masculino y el 46,7% del femenino,
con un peso promedio de 3302,72 g, una talla de 50.65 cm, circunferencia de la cabeza
(perimetro cefalico) de 33.75 cm y un indice ponderal medio de 2.54 g/cm’. La edad
gestacional media fue cercana a las 40 semanas de gestacion, por tanto, dentro se pueden
considerar como parto sa término. Solo el 2,8% de los recién nacidos fueron prematuros,

es decir, nacieron antes de las 37 semanas de gestacion (Tabla 6).

El peso, la talla y la circunferencia de la cabeza fueron transformados a puntuaciones Z,
para obtener valores comparables con los estandares internacionales de medidas del

recién nacido, tal y como se ha descrito en Material y Métodos.
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Tabla 6. Principales caracteristicas de los binomios madre-hijo de la cohorte de

nacimientos GENEIDA (n=537).

Caracteristicas N (%), media + SD
Caracteristicas maternas
Edad de la madre 31.26 +4.76
<25 45 (8.4%)
25-29 138 (27.7%)
30-34 224 (41.6%)
>34 131 (24.3%)
Raza
Blanca 509 (94.8%)
Otros 28 (5.2%)
Estado civil
Casada o pareja estable 506 (94.2%)
Soltera 26 (4.8%)
Separada o divorciada 2 (0.4%)
Viuda 1 (0.2%)
Otros 2 (0.4%)

Ingresos familiares mensuales
<1000€
1000-2000€
2001-3000€
>3000€

Educacion de la madre
Estudios primarios
Estudios secundarios
Estudios universitarios

Exposiciéon ocupacional/para ocupacional a
plaguicidas durante el embarazo

Si
No
Estacién de la concepcion

Invierno

[113]

87 (16.2%)

248 (46.2%)

160 (29.8%)
42 (7.8%)

261 (48.6%)

134 (25.0%)
142 (26.4%)

217 (40.4%)
320 (59.6%)

133 (24.7%)
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Primavera

Verano

Otofio
Tabaquismo

No fumadora

146 (27.0%)
124 (23.0%)
136 (25.3%)

441 (82.1%)

Fumadora (solo en 1° trimestre) 23 (4.3%)

Fumadora durante el embarazo 73 (13.6%)
Alcohol durante el embarazo (g/dia) 1,12+ 1.73
Ejercicio fisico

Ninguno 15 (2.8%)

En algin momento del embarazo 112 (20.9%)

Durante todo el embarazo 410 (76.3%)
Peso previo al embarazo (kg) 64,8 + 12.94
Ganancia de peso durante el embarazo (Kg) 11.25+5.61
Talla de 1a madre (cm) 163,6 +5.52
IMC previo al embarazo (Kg/m?) 24,18 £ 4.64
Paridad

0 (primipara) 204 (37.9%)

> 1 (multipara)

Abortos previos
Si
No

Caracteristicas del recién nacido

Sexo del recién nacido

Masculino

Femenino
Edad gestacional (semanas)
Peso al nacer (g)
Talla al nacer (cm)
Circunferencia de la cabeza (cm)
Indice Ponderal (g/cm?)
Prematuridad

Si

No

334 (62.1%)

45 (8.4%)

492 (91.6%)

286 (53.3%)
251 (46.7%)
39.82+ 1.35
3302.72 + 446.07
50.65 + 2.11
33.75 + 1.54
2.54 +0.25

15 (2.8%)
522 (97.2%)
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5.2 Niveles de exposicion prenatal a plaguicidas no persistentes:

organofosforados y piretroides

En la tabla 7 se presentan las medias (aritmética y geométrica), percentiles (50, 75 y 95)
y el valor méximo de las concentraciones urinarias de los 6 metabolitos de diaquilfosfatos
individuales (DMP, DMTP, DMDTP, DEP, DETP y DEDTP), sus sumatorias (XDAPs,
>DMs y ZDEs) y los metabolitos TCPy y 3-PBA en el primer y tercer trimestre de
embarazo. Las concentraciones de todos los metabolitos se muestran en diferentes
unidades (pg/g creatinina, nmol/L y nmol/g de creatinina) para facilitar su comparacion
con otros estudios. Ademas, se presenta el porcentaje de muestras que se encontraba por
debajo del limite de deteccion (%<LOD) y la concentracién minima detectada por encima

del limite de deteccion (Min>LOD).

Solo se pudo calcular la media geométrica de un metabolito individual de diaquilfosfatos
(DMP), asi como de la XDAPs y la XDMs tanto en primer y tercer trimestre de embarazo,
ya que estos metabolitos se detectaron en mas del 50% de muestras (% <LOD). Para el
resto de metabolitos no se pudo calcular su media geométrica debido al alto numero de
muestras con concentraciones no detectables (<LOD). El resto de los metabolitos
dialquilfosfatos, TCPy y 3-PBA presentaron un porcentaje de muestras por debajo del
LOD (concentraciones no detectables) superior al 50%, tanto en el primer como en el
tercer trimestre de embarazo. Por ello, el P50 correspondiente a cada uno de ellos aparece

como "<" en la tabla.

En el primer trimestre la media geométrica para el metabolito DMP fue de 1.70 nmol/L y
1,87 nmol/g creatinina. Para la XDAPs fue de 6.23 nmol/L y 6,82 nmol/g creatinina. Por

ultimo, para los niveles urinarios de XDMs fue de 10.27 nmol/L y 11.26 nmol/g creatinina.
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En tercer trimestre la media geométrica para el metabolito DMP fue de 2.05 nmol/L y
2.71 nmol/g creatinina. Para la XDAPs fue de 7.12 nmol/L y 9.41 nmol/g creatinina.
Finalmente, para los niveles urinarios de ZDMs fue de 10.84 nmol/L y 14.33 nmol/g

creatinina.
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Tabla 7. Concentracién de metabolitos diaquilfosfatos, 3-PBA and TCPy, en muestras de orina maternal recolectadas en 1° (n=529) y 3° trimestre (n=503) de embarazo

en la cohorte GENEIDA.

Primer trimestre

Tercer trimestre

Metabolitos plaguicidas %<LOD Media GM Min>LOD P50 P75 P95 Max. %<LOD Media GM Min>LOD P50 P75 P95 Max.
DMP (ug/L) 48.8 0.49 021 0.30 0.32 0.89 1.40 1.54 48.8 0.54 0.26  0.30 044 096 142 154
DMTP (ng/L) 63.1 0.50 < 0.16 < 0.58 1.87 11.54 63.1 0.56 < 0.19 < 0.61 2.17 19.46
DMDTP (pg/L) 78.3 0.40 < 0.32 < < 1.93 11.68 78.3 0.41 < 0.35 < < 227 1521
DEP (ng/L) 86.2 0.42 < 0.23 < < 3.02 8.93 86.2 0.46 < 0.39 < < 232 1323
DETP (ng/L) 78.1 0.52 < 0.18 < < 245 25.32 78.1 0.24 < 0.43 < < 1.32 8.17
DEDTP (pg/L) 92.6 0.11 < 0.36 < < 0.67 1.49 92.6 0.11 < 0.32 < < 043 592
3-PBA (ug/L) 79.4 0.33 < 0.25 < < 1.36 33.14 79.4 0.21 < 0.37 < < 1.28  6.77
TCPy (ng/L) 77.7 0.25 < 0.11 < < 1.18 11.47 71.7 0.22 < 0.11 < < 1.13  11.69
DMP (ug/g creatinina) 48.8 0.69 0.24 0.30 0.31 0.89 2.51 8.06 48.8 0.92 0.34 0.53 0.55 1.38 290 1048
DMTP (pg/g creatinina) 63.1 056 < 0.27 < 056  2.53  18.90 63.1 081 < 044 < 079 342 2014
DMDTP (pg/g creatinina) 783 051 < 0.40 < < 225 1831 783 064 < 027 < < 3.62  29.76
DEP (ng/g creatinina) 86.2 0.60 < 0.38 < < 3.64 29.94 86.2 0.76 < 1.81 < < 425 18.48
DETP (pg/g creatinina) 78.1 082 < 0.42 < < 342 49.89 78.1 031 < 0.4 < < 137 11.61
DEDTP (pg/g creatinina) 92.6 0.17 < 0.41 < < 0.59 15.10 92.6 0.17 < 0.27 < < 0.54 6.67
3-PBA (ng/g creatinina) 79.4 0.42 < 0.30 < < 1.55 47.34 79.4 0.29 < 0.17 < < 1.60  7.67
TCPy (ug/g creatinina) 77.7 028 < 0.21 < < 115 1270 77.7 029 < 0.7 < < 136 10.26
DMP (nmol/L) 48.8 3.85 1.70  2.38 2.54 7.06 11.11 12.22 443 4.29 2.05 238 349 7.62 1125 1222
DMTP (nmol/L) 63.1 3.52 < 1.13 < 4.08 13.16  81.21 52.9 3.91 < 1.34 < 429 1527 136.95
DMDTP (nmol/L) 78.3 3.17 < 2.54 < < 15.31 92.67 84.1 3.27 < 2.78 < < 18.01 120.67
DEP (nmol/L) 86.2 2.73 < 1.49 < < 19.56 57.92 76.1 2.97 < 2.53 < < 8.56 85.82
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DETP (nmol/L)

DEDTP (nmol/L)

YDAP (nmol/L)

2~DE (nmol/L)

~DM (nmol/L)

3-PBA (nmol/L)

TCPy (nmol/L)

DMP (nmol/g creatinina)
DMTP (nmol/g creatinina)
DMDTP (nmol/g creatinina)
DEP (nmol/g creatinina)
DETP (nmol/g creatinina)
DEDTP (nmol/g creatinina)
YDAPs (nmol/g creatinina)
>DEs (nmol/g creatinina)
YDMs (nmol/g creatinina)
3-PBA (nmol/g creatinina)

TCPy (nmol/g creatinina)

78.1
92.6
22.1
67.3
28.9
79.4
77.7
48.8
63.1
78.3
86.2
78.1
92.6
28.9
67.3
22.1
79.4
77.7

3.05
0.60
10.54
6.37
16.91
1.54
1.26
5.46
3.97
4.01
3.90
4.82
0.92
13.45
9.64
23.09
1.95
1.41

<

6.23

10.27

6.82

A

11.26
<

<

1.06
1.93
1.27
1.49
1.27

0.55
1.25
0.57
1.23
0.60
0.89
1.15
0.75
0.82
1.17
0.54
0.26

6.43

9.68

7.95

11.59

12.10
6.06
18.73

7.10
3.96

1591
6.32
25.08

14.39
3.59
27.17
27.81
57.40
6.33
5.95
19.92
17.83
17.89
23.62
20.07
3.16
43.97
53.17
85.14
7.26
5.79

148.7
7.97
129.29
180.91
188.68
154.70
57.80
63.95
133.00
145.23
194.22
292.98
80.81
322.27
490.27
498.96
221.00
64.01

90.5
94.4
209
67.4
147
86.1
82.3
443
52.9
84.1
76.1
90.5
94.4
20.9
67.4
14.7
86.1
82.3

1.38
0.6
11.46
4.95
16.42
0.96
1.10
7.27
5.68
5.08
4.96
1.85
0.90
18.02
7.71
25.73
1.36
1.48

7.12

10.84

9.41

14.33

<

2.53
1.71
1.34
2.29
1.34
1.73
0.55
2.00
1.07
2.89
1.89
2.06
1.06
1.62
2.26
2.75

0.61

< <
< <
722 12.14
< 4.33
9.44 16.75
< <

< <
4.38 10.96
< 5.56
< <

< <

< <

< <
10.50 21.60
< 7.08
15.70 30.84
< <

< <

13.61
2.29
32.83
21.73
45.77
5.97
5.68
23.08
24.09
28.73
27.58
8.06
2.89
57.94
39.81
78.79
7.47
6.85

47.98
31.78
267.86
97.07
268.83
31.6
58.91
83.11
141.77
236.13
119.86
68.16
35.67
392.41
147.65
397.54
35.80
51.73

LOD: Limite de deteccion (0.15 pg/L ‘para DMP, DMTP, y DMDTP; 0.10 ng/L para DEP, DETP, DEDTP, TCPy y 3-PBA)

GM: Media geométrica
1>LOD: minimo valor detectado

% < LOD porcentaje de muestras por debajo del LOD

*2DAPs= XDEs + £DMs; XDMs= DMP + DMTP + DMDTP; ¥DEs= DEP + DETP + DEDTP.
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5.3 Evaluacién de la asociacion entre la exposicion a plaguicidas
organofosforados y piretroides y las mediciones de antropometria al nacer,

indice ponderal, edad gestacional y prematuridad.

5.3.1 Analisis bivariante

Se construyeron modelos lineales generalizados crudos para evaluar las asociaciones
entre las puntuaciones Z de las medidas antropométricas al nacer (peso, talla y perimetro
cefalico), el indice ponderal, la edad gestacional y la prematuridad con la exposicion a
plaguicidas organofosforados y piretroides (6 metabolitos diaquilfosfatos, XDAPs,
>*DMs, XDEs, TCPy y 3-PBA), correspondientes al primer y tercer trimestre del
embarazo. Asimismo, se evalu6 el efecto de la exposicion a estos plaguicidas durante todo

el embarazo sobre las medidas antropométricas estudiadas a través de modelos GEE.

En la tabla 8 se presenta el analisis bivariante de la asociacion de los biomarcadores de
exposicion (EDAPs, XDMs y ZDEs) en orina del 1 y 3 ¢ trimestre del embarazo con las
medidas antropométricas estudiadas. También se muestran los resultados del andlisis
longitudinal de la exposicion durante de todo el embarazo. En el andlisis crudo de los
datos se observd una asociacion positiva significativa de la XDAPs y XDMs en 3¢
trimestre con el perimetro cefalico [B: 0.30 IC 95% (0.01;0.59) p= 0.044] y [B 0.31 IC
95% (0.04;0.57) p= 0.023], respectivamente. Asimismo, se observd una asociacion
cercana a la significacion estadistica entre los niveles de ZDEs en el 3% trimestre y la talla

al nacer [=0.16 1C 95% (-0.01;0.33) p=0,069].
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Tabla 8. Asociacion entre la concentracion prenatal de dialquilfosfatos en orina materna (Logio) y antropometria al
nacer, edad gestacional y prematuridad.

1%t trimestre”

3"d trimestre”

Todo el embarazo™

: : B’ o p-| B 0 p- | B 0
Variables Metabolitos Crudo (IC 95%) valor| Crudo (IC 95%) valor| Crudo (IC 95%) p-valor
XDAPs -0.10 (-0.28; 0.08) 0.266/ 0.00 (-0.21;0.22) 0.970| -0.09 (-0.26;0.08) 0.314
Z-Peso XDMs -0.06 (-0.23; 0.11) 0.463| -0.12 (-0.32;0.07) 0.205| -0.05 (-0.21;0.12) 0.561
YDEs -0.05 (-0.18; 0.09) 0.499| 0.11 (-0.03;0.26) 0.120| -0.05 (-0.18;0.08) 0.478
XDAPs -0.13  (-0.34; 0.08) 0.237| 0.10 (-0.15;0.35) 0.449| -0.12 (-0.33;0.08) 0.225
Z-Talla YDMs -0.13  (-0.33; 0.07) 0.187| -0.02 (-0.25;0.21) 0.838| -0.12 (-0.31;0.07) 0.224
XDEs -0.04 (-0.20;0.12) 0.625| 0.16 (-0.01;0.33) 0.069| -0.04 (-0.19;0.11) 0.582
XDAPs -0.09 (-0.33;0.16) 0.485| 0.30 (0.01;0.59) 0.044| -0.09 (-0.33;0.15) 0.471
Z-CC XDMs -0.07 (-0.30; 0.16) 0.534| 0.31 (0.04;0.57) 0.023| -0.09 (-0.31;0.14) 0.462
YXDEs -0.04 (-0.22; 0.15) 0.700f 0.05 (-0.15;0.25) 0.642| -0.04 (-0.22;0.14) 0.698
Indice YDAPs 0.01 (-0.04;0.05) 0.807| -0.02 (-0.08;0.04) 0.496| 0.00 (-0.05;0.05) 0.933
Ponderal XDMs 0.02 (-0.03;0.06) 0.457| -0.03 (-0.08;0.02) 0.288| 0.01 (-0.03;0.05) 0.619
XDEs 0.00 (-0.04;0.04) 0.954| -0.01 (-0.05;0.03) 0.768| 0.00 (-0.04;0.03) 0.906
Edad XDAPs 0.11 (-0.16;0.37) 0.430{ 0.10 (-0.19;0.39) 0.511| 0.00 (-0.23;0.23) 0.981
estacional YDMs 0.02 (-0.23;0.27) 0.889| 0.08 (-0.19;0.34) 0.574| -0.10 (-0.31;0.11) 0.364
g YDEs 0.11  (-0.09; 0.31) 0.286| 0.01 (-0.20;0.21) 0.956| 0.10 (-0.08;0.27) 0.282
YDAPs 0.48 (0.14;1.58) 0.235| 0.20 (0.03;1.39) 0.104| 0.88 (0.33;2.37) 0.808
Prematuridad* =PMs 0.70  (0.23;2.13) 0.525| 0.40 (0.07;2.32) 0.302| 1.51 (0.54;4.21) 0.430
XDEs 0.80  (0.28;1.91) 0.639] 0.52 (0.09; 1.92) 0.378| 0.90 (0.43;1.91) 0.785

# Modelos lineales generalizados (GLM)
## Ecuacion estimada generalizada (modelos GEE)

* . .y
Coeficiente de regresion

La tabla 9 presenta los resultados del analisis bivariante de la asociacion entre las

concentraciones urinarias de cada uno de los 6 metabolitos dialquilfosfatos en el primer

y tercer trimestre del embarazo, asi como el andlisis longitudinal de la exposicion durante

de todo el embarazo, y las medidas antropométricas estudiadas. Las mujeres con
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concentraciones de DEP >LOD en el tercer trimestre de embarazo tenian un mayor riesgo
de tener hijos con mayor peso al nacer [f=0.24 IC 95% (0.05;0.43) p=0.015]. Asimismo,
se observd una asociacion positiva al borde de la significacion estadistica entre
concentraciones de DEDTP >LOD en el primer trimestre de embarazo y la edad

gestacional [=0.44 IC 95% (-0.01-0.88) p=0.054].

Las madres que presentaron concentraciones de DMP >LOD en el tercer trimestre tenian
un mayor riesgo de tener hijos con menor peso [B=-0.25 IC 95% (-0.42;-0.07) p=0.006]
y talla al nacer, aunque esta ultima asociacion fue cercana a la significacion estadistica
[=-0.19 IC 95% (-0.40;-0.02) p=0.071]. Por ultimo, se observo una asociacidon positiva
significativa entre las concentraciones de DMTP >LOD en tercer trimestre y la

circunferencia de la cabeza al nacer [f=0.28 IC 95% (0.07;0.50) p=0.010].
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Table 9. Asociaciones entre la concentracion prenatal de dialquilfosfatos individuales (por encima y por debajo del LOD) en orina materna y

las medidas antropométricas al nacer, edad gestacional y prematuridad.

1°t trimestre”

3 trimestre”

Todo el embarazo™

Variables Metabolitos | B* Crudo (IC 95%) p-valor |B" Crudo  (IC 95%) p-valor |B" Crudo (95% CI)  p-valor
DMP -0.09 (-0.24; 0.07)  0.291 -0.25 (-0.42; -0.07) 0.006 -0.09  (-0.25;0.07)  0.291
DMTP -0.02 (-0.18;0.14)  0.820 0.05 (-0.11; 0.21)  0.507 -0.02  (-0.18;0.14)  0.835
DMDTP 0.02 (-0.17; 0.21)  0.817 -0.07 (-0.29; 0.14)  0.500 0.01 (-0.18; 0.20)  0.909

Z-Peso DEP -0.17 (-0.40; 0.06) 0.139 0.24 (0.05;0.43) 0.015 -0.19  (-0.41;0.03)  0.083
DETP 0.01 (-0.18;0.20)  0.919 0.13 (-0.14; 0.40)  0.350 0.01 (-0.19; 0.21) 0917
DEDTP 0.08 (-0.22; 0.38)  0.594 0.05 (-0.30; 0.39)  0.795 0.10 (-0.18;0.39)  0.473
DMP -0.06 (-0.25;0.13)  0.529 -0.19 (-0.40; 0.02) 0.071 -0.06  (-0.26;0.13)  0.509
DMTP 0.04 (-0.15;0.23)  0.699 0.08 (-0.11; 0.27)  0.426 0.02 (-0.17; 0.22)  0.823

7 Talla DMDTP -0.05 (-0.28;0.17)  0.646 -0.02 (-0.28;0.24)  0.892 -0.05  (-0.25;0.15)  0.639
DEP -0.09 (-0.36;0.18)  0.495 0.18 (-0.05;0.41) 0.118 -0.11 (-0.34;0.12)  0.347
DETP -0.03 (-0.26; 0.20)  0.800 0.25 (-0.08; 0.57)  0.133 -0.06  (-0.27;0.16)  0.617
DEDTP 0.01 (-0.34; 0.37)  0.949 0.11 (-0.31; 0.52) 0.610 0.09 (-0.25;0.42) 0.613
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Z7-CC

Indice

Ponderal

Edad

gestacional

DMP
DMTP
DMDTP
DEP
DETP
DEDTP

DMP
DMTP
DMDTP
DEP
DETP
DEDTP

DMP
DMTP
DMDTP
DEP
DETP
DEDTP

DMP

-0.10
-0.05
0.01

-0.11
-0.01
-0.14

-0.01
-0.01
0.02
-0.03
0.01
0.04

-0.06
-0.03
0.09
0.08
0.05
0.44

1.09

(-0.31;0.11)
(-0.27; 0.17)
(-0.24; 0.27)
(-0.41; 0.20)
(-0.27; 0.25)
(-0.54; 0.27)

(-0.05; 0.03)
(-0.06; 0.03)
(-0.03; 0.07)
(-0.09; 0.03)
(-0.04; 0.06)
(-0.04; 0.12)

(-0.30; 0.17)
(-0.27; 0.21)
(-0.19; 0.37)
(-0.25; 0.42)
(-0.23; 0.34)
(-0.01; 0.88)

(0.38; 3.18)

0.363
0.625
0.912
0.492
0.964
0.502

0.567
0.576
0.367
0.357
0.615
0.387

0.590
0.796
0.543
0.620
0.717
0.054

0.870

0.03
0.28
0.03
0.17
0.05
0.18

-0.02
0.00
-0.02
0.02
-0.02
-0.01

0.18
0.00
-0.13
-0.03
0.25
0.01

0.91

(-0.21; 0.27)
(0.07; 0.50)
(-0.27; 0.33)
(-0.09; 0.44)
(-0.32; 0.42)
(-0.29; 0.66)

(-0.07; 0.02)
(-0.04; 0.04)
(-0.08; 0.04)
(-0.03; 0.08)
(-0.09; 0.06)
(-0.11; 0.08)

(-0.06; 0.42)
(-0.22; 0.22)
(-0.43; 0.17)
(-0.30; 0.23)
(-0.13; 0.62)
(-0.47; 0.49)

(0.21; 4.80)
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0.812
0.010
0.846
0.195
0.786
0.449

0.341
0.953
0.534
0.343
0.657
0.755

0.137
0.986
0.399
0.801
0.194
0.976

0.908

-0.11
-0.08
-0.02
-0.08
0.00
-0.12

-0.01
-0.01
0.01
-0.04
0.02
0.02

-0.09
-0.09
-0.01
-0.01
0.10
0.33

1.42

(-0.33; 0.11)
(-0.30; 0.14)
(-0.28; 0.25)
(-0.38; 0.22)
(-0.27; 0.27)
(-0.56; 0.33)

(-0.06; 0.03)
(-0.06; 0.03)
(-0.04; 0.06)
(-0.09; 0.02)
(-0.03; 0.07)
(-0.05; 0.08)

(-0.31; 0.13)
(-0.32; 0.14)
(-0.29; 0.27)
(-0.32; 0.30)
(-0.18; 0.38)
(-0.06; 0.73)

(0.33; 6.02)

0.328
0.469
0.910
0.602
0.987
0.608

0.520
0.615
0.599
0.188
0.426
0.588

0.405
0.448
0.931
0.948
0.490
0.097

0.637
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DMTP
DMDTP
Prematuridad DEP
DETP
DEDTP

*

0.85
0.90
0.44
1.31

(0.26; 2.44)
(0.20; 2.89)
(0.02; 2.23)
(0.35; 4.02)

0.775
0.869
0.429
0.652

0.68
0.71
0.35

(0.14; 2.81)  0.600
(0.04; 4.08) 0.748
(0.02; 2.06)  0.337

1.99
1.26
0.89
1.04

(0.48; 8.31)
(0.25; 6.42)
(0.11; 7.57)
(0.21; 5.18)

0.345
0.780
0.917
0.966

# Modelos lineales generalizados (GLM)

## Ecuacion estimada generalizada (modelos GEE)

" Coeficiente de regresion
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La tabla 10 presenta el analisis crudo de la asociacidn entre las concentraciones urinarias
de TCPy y 3-PBA, en el primer y tercer trimestre de embarazo y el andlisis longitudinal
de la exposicion durante de todo el embarazo, y las medidas antropométricas estudiadas
en recién nacidos. Los niveles de TCPy >LOD en orina del primer trimestre y a lo largo
del embarazo (modelos GEE) mostraron una asociacioén estadisticamente significativa
con un menor perimetro cefalico al nacer [f=-0.31 IC 95% (-0.57;-0.06) p=0.017] y [B=-
0.34 IC 95% (-0.60;-0.08) p=0.011], respectivamente. Asimismo, las concentraciones de
TCPy >LOD en orina de tercer trimestre probabilidades asocid con una talla mas grande

al nacer [=0.27 IC 95% (0.03;0.52) p=0.030].

Tabla 10. Asociaciones entre las concentraciones prenatales de 3-PBA y TCPy en orina materna (por encima vs. por debajo
del LOD) y antropometria al nacer, edad gestacional y prematuridad.

1°¢ trimestre” 3" trimestre” Durante el embarazo™
Variables Metabo- | o cruda (1C95%) P |pCruda (aC95%) P |pcruda acosw) P
litos valor valor valor
7-Peso 3-PBA -0.04 (-0.23; 0.15) 0.689 0.02 (-0.21;0.25) 0.876 0,02 (-0.18;0.22) 0.858
TCPy -0.06 (-0.25; 0.13)  0.540 0.12 (-0.09; 0.33) 0.267 -0,08  (-0.27;0.11) 0.409
7-Talla 3-PBA -0.09 (-0.32;0.14) 0.425| -0.02 (-0.29; 0.26) 0.897 -0,05  (-0.29;0.19) 0.702
TCPy 0.02 (-0.21;0.24) 0.866 0.27 (0.03; 0.52) 0.030 -0,03  (-0.27;0.22) 0.828
7.CC 3-PBA -0.03 (-0.29; 0.23) 0.834 0.23 (-0.09; 0.54) 0.159| -0,01 (-0.29;0.28) 0.961
TCPy 031 (-0.57;-0.06) 0.017| 0.15 (-0.14;0.43) 0316| -034  (-0.60;-0.08) 0.011
.. 3-PBA -0.01 (-0.06; 0.04) 0.673 0.00 (-0.06; 0.06) 0.978 0,00 (-0.05;0.05) 0.888
Indice ponderal
TCPy 0.02 (-0.07;0.03) 0.542| -0.03  (-0.09;0.02) 0.266| -0,01 (-0.07;0.04) 0.603
Edad gestacional 3-PBA -0.39  (-0.68;-0.11) 0.007| -0.19 (-0.51;0.12)  0.233 -0,27  (-0.60; 0.05) 0.101
TCPy 0.12 (-0.16; 0.41) 0.383 0.04 (-0.25;0.32) 0.808 0,12 (-0.13;0.37) 0.355
. 3-PBA 6.25 (2.20; 19.05) 0.001 4.14 (0.83;17.52) 0.057 7,87 (1.71; 36.18) 0.008
Prematuridad®
TCPy 0.24 (0.01; 1.22)  0.170 0.73 (0.04;4.21) 0.768 - - - -

# Modelos lineales generalizados
## Ecuacion estimada generalizada (modelos GEE)
*Coeficiente de regresion (excepto para prematuridad que es odds ratio)
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Por su parte, las concentraciones de metabolito 3-PBA >LOD en orina de primer
trimestre, tercer trimestre y a lo largo del embarazo (modelos GEE) se asociaron con un
mayor riesgo prematuridad [OR=6.25 IC 95% (2.20:19.05) p=0.001], [OR=4.14 IC 95%
(0.83;17.52) p=0.057], [OR=7.87 IC 95% (1.71:36.18) p=0.008], respectivamente. Por
ultimo los niveles de 3-PBA >LOD en orina de primer trimestre de embarazo se asociaron

con una menor edad gestacional [f=-0.39 IC 95% (-0.68;-0.11) p= 0.007] (Tabla 5).

5.3.2 Analisis multivariante

La tabla 11 muestra los resultados del analisis multivariante de la asociacion entre los
sumatorios de las concentraciones urinarias de los 6 metabolitos dialquilfosfatos
(ZDAPs), de los 3 metabolitos con radicales metilo (XDMs) y de los 3 metabolitos con
radicales etilo (XDEs) en el primer y tercer trimestre del embarazo y durante todo el
embarazo (modelos GEE), y las mediciones antropométricas al nacer. En los modelos
ajustados se observo una asociacion inversa cercana a la significacion estadistica entre
Y~DMs en el tercer trimestre y el peso al nacer [f=-0.18 1C 95% (-0.37;0.01) p=0,067].
Asimismo, se observo una asociacion positiva cerca de la significacion estadistica entre
>DE:s en el tercer trimestre y la talla del recién nacido [B= 0.15 IC 95% (-0.02;0.32) p=
0.089]. Por ultimo, se observéd una asociacion inversa significativa entre ZDAPs durante
el embarazo (modelos GEE) y el perimetro cefalico en nifios [B= -0.32 IC 95% (-0,62;-

0.01) p=0,046]; sin embargo, esta asociacion no se observo en la nifias.
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Tabla 11. Asociacidn entre la concentracion prenatal de diaquilfosfatos en orina materna (Logio) y la antropometria al nacer, edad gestacional y prematuridad.

2 trimestre* 2 trimestre* Todoel Interaccion Todo el Todo el
embarazo™ por sexo* embarazo™ embarazo™
(n=529) (n=503) . ]
(n=494) (nifios) (nifas)
i : * . N p-valor . p- R p-

Variables Metabolitos | Baj (IC95%) p-valor | Baj (IC 95%) p-valor| Baj (IC 95%) p-valor Baj (1C 95%) valor Baj (1C 95%) valor

YDAPs -0.11 (-0.29;0.06) 0.209 | -0.07 (-0.28;0.14) 0.523 | -0.12 (-0.29;0.06) 0.189 0.460
Z-Peso @ XDMs -0.08 (-0.24;0.09) 0.369 | -0.18 (-0.37;0.01) 0.067 | -0.07 (-0.23;0.10) 0.428 0.520

EDEs -0.05 (-0.18;0.08) 0.469 | 0.09 (-0.06;0.23) 0.225 | -0.06 (-0.19; 0.07) 0.337 0.802

XDAPs -0.14 (-0.36;0.07) 0.190 | 0.05 (-0.20;0.31) 0.689 | -0.15 (-0.35;0.05) 0.150 0.035 -0.12  (-0.38; 0.15) 0.388 -0.19  (-0.49; 0.11) 0.215
Z-Talla® LDMs -0.15 (-0.35;0.05) 0.146 |-0.06 (-0.29;0.17) 0.612 | -0.13 (-0.32; 0.06) 0.177 0.062 -0.04 (-0.30; 0.21) 0740 | -0.22 (-0.49; 0.05) 0.115

EDEs -0.04 (-0.20;0.12) 0588 | 0.15 (-0.02;0.32) 0.089 | -0.06 (-0.21;0.09) 0.454 0.086 012 (-0.31; 0.07) 0216 | -0.01 (-0.25; 0.22) 0.901

XDAPs -0.08 (-0.32;0.16) 0.498 | 0.20 (-0.10;0.49) 0.188 | -0.10 (-0.34;0.14) 0.417 0.071 -0.32  (-0.62; -0.01) 0.046 0.14  (-0.20; 0.49) 0.411
Z-CC? YDMs -0.07 (-0.30;0.16) 0.546 | 0.21 (-0.06;0.48) 0.123| -0.09 (-0.31;0.13) 0.437 0.105

XDEs -0.03 (-0.21;0.15) 0.738 | 0.04 (-0.16;0.23) 0.725| -0.04 (-0.22;0.13) 0.621 0.017 -0.15  (-0.37; 0.08) 0.203 0.11  (-0.15; 0.37) 0.394
indice XDAPs 0.01 (-0.04;0.05) 0.831 |-0.03 (-0.09;0.02) 0.265| 0.00 (-0.05;0.05) 0.975 0.282
ponderal ® XDMs 0.02 (-0.03;0.06) 0.486 |-0.04 (-0.09;0.02) 0.190 | 0.01 (-0.03;0.05) 0.690 0.210

XDEs 0.00 (-0.04;0.04) 0.965 |-0.01 (-0.05;0.02) 0.471| 0.00 (-0.04;0.03) 0.844 0.826
Edad YDAPs 0.10 (-0.16;0.37) 0.451 | 0.03 (-0.26;0.33) 0.818 | -0.01 (-0.24;0.22) 0.925 0.602
gestacional b YDMs 0.00 (-0.25;0.25) 0.978 | 0.02 (-0.25;0.29) 0.876 | -0.11 (-0.32;0.11) 0.326 0.436

XDEs 0.11 (-0.09;0.31) 0.267 | -0.02 (-0.22;0.18) 0.861 | 0.09 (-0.08;0.26) 0.308 0.584
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XDAPs 045 (0.12;1.56) 0.208 0.20 (0.02; 1.78) 0.154 | 0.96 (0.27; 3.39) 0.955 0.477
Prematuridad
e Ms 0.68 (0.22;2.19) 0.515 0.42 (0.06; 3.02) 0.378 | 1.70 (0.48; 5.95) 0.408 0.275
YDEs 0.76 (0.25;1.90) 0.587 | 0.54 (0.08; 2.27) 0.448 | 0.98  (0.40;2.39) 0.964 0.880

# Modelos lineales generalizados (GLM)
## Ecuacion estimada generalizada (modelos GEE)

a) Modelos ajustados para niveles de creatinina (mg/dl), edad materna, etnia, estado civil, ingresos mensuales familiares, educacion materna, exposicion a plaguicidas por actividad secundaria, estacion de la
concepcion, ganancia de peso durante el embarazo y tabaquismo.

b) Modelos ajustados por niveles de creatinina (mg/dl), sexo del recién nacido, edad materna, etnia, estado civil, ingresos familiares mensuales, educacién materna, exposicion a plaguicidas como actividad
secundaria, estacion de la concepcion, ganancia de peso durante el embarazo y tabaquismo.

* Coeficiente de regresion (excepto para prematuridad, que se expresa como odds ratio)
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La Tabla 12 muestra los resultados de los andlisis multivariantes de las medidas
antropométricas al nacer ajustados por confusores, covariables y por los metabolitos
dialquilfosfato individuales. Se observa que los niveles urinarios de DEP >LOD en tercer
trimestre se asociaban con un mayor peso al nacer [$=0.19 IC 95% (0.00;0.38) p=0.046].
Asimismo, el anélisis longitudinal de todo el embarazo (modelos GEE) mostr6é que las
concentraciones de DETP >LOD se asociaban a una menor talla al nacer, pero s6lo en

nifios varones [f=-0.27 IC 95% (-0.54;0.01) p=0.057].

En el caso de los metabolitos con radicales dimetilo (DMP, DMTP, DMDTP) se observo
que las concentraciones de DMP >LOD en tercer trimestre se asociaban con un menor
peso [B=-0.24 IC 95% (-0.41;-0.06) p=0.007] y menor talla al nacer [B=-0.20 IC 95% (-
0.41;0.02) p=0.069]. Asimismo, las concentraciones de DMTP >LOD en tercer trimestre
se asociaban con un mayor perimetro cefalico del recién nacido [f=0.22 IC 95%

(0.00;0.44) p=0.048] (Tabla 7).

El andlisis longitudinal durante el embarazo (modelos GEE) mostré que las
concentraciones de DMP >LOD y de DMTP >LOD se asociaron con un mayor riesgo de
parto prematuro, pero solo en nifias [f= 0.14 IC 95% (0.02;1.05) p=0.055 y [p=17.08 IC

95% (1.51;193.41) p= 0.022], respectivamente (Tabla 7).
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Tabla 12. Asociacion entre la concentracion prenatal de los metabolitos individuales de dialquilfosfatos (por encima vs. Por debajo del LOD) en orina de la madre y antropometria

al nacer, edad gestacional y prematuridad.

1°trimestre* 3° trimestre® Todo el embarazo™  Interaccion Todo el embarazo # Todo el embarazo #
(n=529) (n=503) (n=494) por Sexo* (nifios) (nifias)

Variables  Metabolitos|Baj (IC95%) p-valor| PBaj (IC95%) p-valor| Baj  (1C 95%) V:I;)r p-valor Baj (1C 95%) p-valor Baj (1C 95%) p-valor
DMP -0.07 (-0.23;0.09) 0.371 | -0.24 (-0.41;-0.06) 0.007 |-0.07 (-0.23;0.09) 0.373 0.990
DMTP -0.06 (-0.22;0.10) 0482 | -0.01 (-0.17;0.15) 0.928 |-0.08 (-0.24;0.08) 0.358 0.191
— DMDTP  [0.02 (-0.17;0.21) 0.816 | -0.12 (-0.33;0.10) 0.290 |0.00 (-0.18;0.18) 0.982 0.947
DEP -0.16 (-0.38;0.07) 0.176 | 0.9  (0.00;0.38) 0.046 |-0.20 (-0.42;0.02) 0.068 0.675
DETP -0.02 (-0.21;0.18) 0.876 0.08  (-0.19;0.35) 0.549 |-0.04 (-0.23;0.15) 0.706 0.305
DEDTP 0.09 (-0.21;0.39) 0.561 0.08 (-0.26;0.43) 0.645 |0.13 (-0.13;0.40) 0.320 0.906

DMP -0.06 (-0.25;0.13) 0.524 | -0.20 (-0.41;0.02) 0.069 |-0.06 (-0.25;0.13) 0.512 0.031 -0.06 (-0.31; 0.20) 0.653 | -0.10  (-0.39; 0.18) 0.479

DMTP 001 (-0.19;0.21) 0.922 | 005 (-0.14;0.25) 0.599 |-0.02 (-0.21;0.18) 0.854 0.078 009  (-0.34; 0.16) 0480 | 0.10  (-0.20; 0.39) 0.530
S Tl DMDTP  |-0.06 (-0.29;0.17) 0.610 | -0.04 (-0.31;0.22) 0.746 |-0.06 (-0.26;0.14) 0.544 0.987

DEP -0.08 (-0.35;0.19) 0.557 0.15 (-0.08;0.38) 0.202 |-0.11 (-0.35;0.12) 0.341 0.079 -0.18 (-0.47; 0.11) 0.226 | -0.07  (-0.44; 0.31) 0.725

DETP -0.04 (-0.27;0.19) 0.713 0.25 (-0.08; 0.58) 0.136 |-0.09 (-0.30;0.13) 0.430 0.033 -0.27 (-0.54; 0.01) 0.057 0.05 (-0.27; 0.38) 0.749
DEDTP 0.02 (-0.34;0.37) 0.930 0.12 (-0.29; 0.54) 0.563 |0.12 (-0.21;0.44) 0.485 0.841
Z-CC? DMP -0.08 (-0.29; 0.13) 0.465 -0.01  (-0.25;0.23) 0.924 |-0.09 (-0.31;0.12) 0.399 0.416
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DMTP
DMDTP
DEP
DETP
DEDTP

DMP
DMTP
indice DMDTP
Ponderal® DEP
DETP
DEDTP

DMP

DMTP
Edad DMDTP
gestacional®  pep

DETP

DEDTP

Prematuridad® pmp

-0.07
0.02
-0.06
-0.03

-0.14

-0.01
-0.02
0.03
-0.03
0.01
0.04

-0.03
-0.08
0.10
0.10
0.01
0.38

0.99

(-0.29; 0.15)
(-0.23; 0.28)
(-0.37; 0.25)
(-0.29; 0.22)
(-0.54; 0.27)

(-0.05; 0.03)
(-0.06; 0.03)
(-0.03; 0.08)
(-0.09; 0.03)
(-0.04; 0.06)
(-0.04; 0.12)

(-0.27; 0.20)
(-0.32; 0.17)
(-0.18; 0.38)
(-0.24; 0.44)
(-0.27; 0.30)
(-0.06; 0.82)

(0.33; 2.99)

0.511
0.861
0.707
0.792

0.501

0.725
0.420
0.323
0.353
0.711
0.376

0.770
0.536
0.497
0.562
0.932

0.090

0.978

0.22
-0.06
0.15
0.07
0.20

-0.02
-0.01
-0.02
0.02
-0.04
-0.01

0.19
-0.08
-0.19
-0.06
0.19
0.09

1.02

(0.00; 0.44)
(-0.36; 0.24)
(-0.11; 0.41)
(-0.30; 0.44)
(-0.28; 0.67)

(-0.07; 0.03)
(-0.06; 0.03)
(-0.08; 0.04)
(-0.03; 0.07)
(-0.11; 0.04)
(-0.10; 0.09)

(-0.06; 0.43)
(-0.31; 0.14)
(-0.49; 0.11)
(-0.33; 0.20)
(-0.19; 0.57)
(-0.39; 0.57)

(0.20; 6.22)

0.048
0.701
0.257
0.715

0.413

0.467
0.567
0.424
0.513
0.330
0.897

0.133
0.472
0.211
0.639
0.321

0.719

0.982

-0.11
-0.02
-0.04
-0.06

-0.09

-0.01
-0.02
0.01
-0.04
0.01
0.02

-0.07
-0.13
0.00
0.00
0.04
0.31

1.32

(-0.33; 0.11)
(-0.28; 0.23)
(-0.34; 0.25)
(-0.32; 0.20)
(-0.51; 0.33)

(-0.05; 0.03)
(-0.06; 0.02)
(-0.04; 0.06)
(-0.09; 0.01)
(-0.04; 0.07)
(-0.04; 0.08)

(-0.28; 0.15)
(-0.36; 0.11)
(-0.27; 0.27)
(-0.31; 0.32)
(-0.24; 0.32)
(-0.07; 0.69)

(0.30; 5.68)
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0.314
0.869
0.774
0.641

0.670

0.677
0.359
0.606
0.153
0.617
0.536

0.540
0.296
0.996
0.989
0.763

0.114

0.713

0.575
0.098
0.022
0.012

0.307

0.384
0.143
0.072
0.812
0.459
0.211

0.160
0.186
0.896
0.926
0.542

0.226

0.037

-0.10
-0.12

-0.24

-0.01

2.83

(-0.43; 0.23)
(-0.49; 0.25)
(-0.58; 0.09)

(-0.08; 0.06)

(0.27; 29.10)

0.544
0.509

0.155

0.779

0.382

0.08
0.11
0.14

0.04

0.14

(-0.30; 0.46)
(-0.33; 0.55)
(-0.25; 0.53)

(-0.03; 0.10)

(0.02; 1.05)

0.687
0.633

0.483

0.255

0.055
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DMTP 0.95 (0.28;2.80) 0.924 | 0.94 (0.18;4.30) 0.939 (3.11 (0.6115.78) 0.171 0.054 1.45 (0.22; 9.68) 0.703 | 17.08 (1.51; 193.41) 0.022

DMDTP 0.84 (0.18;2.83) 0.799 | 0.76 (0.04;5.22) 0.813 [1.25 (0.25;6.22) 0.787 0.672

DEP 041 (0.02;221) 0400 | 041  (0.02;2.67) 0.423 |1.00 (0.11;9.43) 1.000 0.661
DETP 136 (0.36;4.24) 0614 | - - - - |141 (0.26;7.62) 0.688 0.742
DEDTP - - - - - - - - - - - 0.985

# Modelos lineales generalizados (GLM)

## Ecuacion estimada generalizada (modelos GEE)

a) Modelos ajustados por niveles de creatinina (mg/dl), edad materna, etnia, estado civil, ingresos mensuales familiares, educacién materna, exposicion a plaguicidas por actividad secundaria, estacion de la concepcion,
ganancia de peso durante el embarazo y tabaquismo.

b) Modelos ajustados por niveles de creatinina (mg/dl), sexo recién nacido, edad materna, etnia, estado civil, ingresos mensuales familiares, educacién materna, exposicion a plaguicidas por actividad secundaria,
estacion de la concepcidn, ganancia de peso durante el embarazo y tabaquismo.

* Coeficiente de regresion (excepto para prematuridad, que se expresa como odds ratio)
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Finalmente, la Tabla 13 muestra los resultados de los analisis multivariantes para los
metabolitos TCPy y 3-PBA. Las concentraciones de TCPy >LOD en primer trimestre y
a lo largo de todo el embarazo (anélisis longitudinal) se asociaron significativamente con
un menor perimetro cefalico al nacer [=-0.31 IC 95% (-0.57;-0.06) p=0.016] y [B=-0.34
IC 95% (-0.59;-0.08) p=0.010], respectivamente. Al estratificar por sexo, se observo una
asociacion inversa significativa entre TCPy >LOD durante todo el embarazo y el

perimetro cefélico solo en nifios [B= - 0.55 IC 95% (-0.85;-0.25) p< 0.001].

Asimismo, las concentraciones de 3-PBA >LOD en el primer trimestre se asociaron
significativamente con una menor edad gestacional [B=-0.36 IC 95% (-0.65;-0.08)
p=0.013]. Ademas, los niveles de 3-PBA >LOD en el primer trimestre y en el analisis
longitudinal durante todo el embarazo (modelos GEE) aumentaron el riesgo de parto
prematuro [OR=6.98 IC 95% (2.32;22.82) p=0.001] y [OR=8.93 IC 95% (1.62;49.25)

p=0.012], respectivamente (Tabla 8).

[133]



Giménez Asensio M.J

V. RESULTADOS

Table 13. Asociacion entre la concentracion prenatal de 3-PBA y TCPy en orina materna (encima vs. debajo LOD) y antropometria al nacer, edad gestacional y prematuridad.

1°trimestre® 3’ trimestre” Todo el embarazo™ Interaccu;g Todo el embarazo™ "
(n=529) (n= 503) (n= 494) por Sexo (nifios) Todo el embarazo
- - - (nifias)
Variables Metabolitos|p ajust  (IC 95%)  p-valor | Bajust  (IC 95%0) ve?l;)r Bajust  (1C 95%) va?l-or p-valor PBajust (1C 95%) vzfl;)r Baj (1C 95%) p-valor
7-Peso? 3-PBA  |0.00 (-0.20;0.19) 0.963 | 0.04 (-0.19;0.27) 0.753|0.06 (-0.13;0.25) 0.527 0.183
TCPy |-0.06 (-0.25;0.12) 0.501 | 0.08 (-0.13;0.29) 0.469 |-0.08 (-0.27;0.10 0.382 0.753
Z-Talla? 3-PBA  |-0.06 (-0.30;0.17) 0.588 |-0.03 (-0.30;0.25) 0.840 [-0.01 (-0.25;0.23) 0.947 0.491
TCPy [0.01 (-0.22;0.24) 0.924 | 0.23 (-0.02;0.49) 0.068 |-0.03 (-0.27;0.21) 0.799 0.194
Z.cCa 3-PBA  |0.02 (-0.24;0.29) 0.864 | 0.19 (-0.12;0.51) 0.228 [0.07 (-0.21;0.35) 0.616 0.238
TCPy |-0.31 (-0.57;-0.06) 0.016 | 0.08 (-0.20;0.37) 0.565 |-0.34 (-0.59;-0.08) 0.010 0.044 055  (-0.85; 0.25)  0.000 {0.08 (-0.50; 0.35)  0.723
- b 3-PBA  |-0.01 (-0.06;0.04) 0.688 | 0.01 (-0.06;0.07) 0.825[0.01 (-0.04;0.06) 0.778 0.204
Indice Ponderal
TCPy  |-0.02 (-0.07;0.04) 0.543 |-0.04 (-0.09;0.02) 0.217|-0.01 (-0.07;0.04) 0.609 0.508
. 3-PBA  |-0.36 (-0.65;-0.08) 0.013 |-0.18 (-0.49;0.14) 0.280|-0.26 (-0.58;0.06) 0.117 0.595
Edad gestacional®
TCPy ]0.11 (-0.17;0.39) 0.428 |-0.01 (-0.31;0.28) 0.920|0.11 (-0.13;0.36) 0.367 0.621
3-PBA ! ;
Prematuridad®t” 6.98 (2.3222.82) 0.001 | 430 (0.7421.58) 0.080 |8.93 (1.62;49.23) 0.012 0.998
TCPy |0.26 (0.01;1.35) 0.201 | 0.88 (0.04;6.42) 0.914| - -- - -

# Modelos lineales generalizados (GLM)
## Ecuacion estimada generalizada (modelos GEE)
a) Modelos ajustados por niveles de creatinina (mg/dl), edad materna, etnia, estado civil, ingresos mensuales familiares, educacion materna, exposicion a plaguicidas por actividad secundaria, estacion de la

concepcién, ganancia de peso durante el embarazo y tabaquismo.

b) Modelos ajustados por niveles de creatinina (mg/dl), sexo recién nacido, edad de la madre, etnia, estado civil, ingresos mensuales familiares, educaciéon materna, exposicion a plaguicidas por actividad
secundaria, estacion de la concepcidn, ganancia de peso durante el embarazo y tabaquismo.
* Coeficiente de regresion (excepto para prematuridad, que se expresa como odds ratio)
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5.4 Evaluacion de los efectos de la exposicion a plaguicidas organofosforados y

piretroides sobre los parametros biométricos fetales.

5.4.1 Resultados de la evaluacion ecografica de la biometria y el crecimiento

fetal

En la tabla 14 se presenta la distribucién de los parametros biométricos de crecimiento
fetal obtenidos en las ecografias seriadas realizadas en las semanas 12, 20 y 34 de
gestacion. Las unidades de medicion de los pardmetros biométricos mas cominmente

medidos (DBP, CA, CC y LF) se expresan en mm y el peso fetal estimado (FPE) en g.

Para la prediccion del DBP, la media aritmética (+ desviacion estandar) a las 12, 20 y 34
semanas de gestacion fue 17.9 £ 2.04 mm, 46.7 £ 1.95 mm y 85.6 = 2.37 mm
respectivamente. En el caso CC fueron: 64.7 £9.18 mm, 172.7 £ 6.78 mm y 308.4 + 9.69
mm. Para el CA fueron: 55.7 +5.37 mm, 150.8 = 6.85 mm y 300.9 + 9.44 mm y finalmente
para el PFE las medias para las predicciones de las 12, 20 y 24 semanas fueron: 53.6 +

6.0 g, 343.3+29.28 gy 2349.9 + 170.86 g.
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Tabla 14. Andlisis descriptivo de los parametros biométricos fetales estimados a
partir de modelos mixtos para las ecografias obstétricas realizadas a las 12, 20 y
34 semanas de gestacion

Parametros biométricos fetales” n Media + SD
Semana 12
Diametro biparietal DBP (mm) 534 17.9 £2.04
Circunferencia de la cabeza CC (mm) 533 64.7£9.18
Circunferencia abdominal CA (mm) 534 55.7+5.37
Longitud del Fémur LF (mm) 532 54+1.62
Peso fetal estimado PFE (gr) 532 53.6 £ 6.00
Semana 20
Diametro biparietal DBP (mm) 534 46.7 £1.95
Circunferencia de la cabeza CC (mm) 533 172.7+6.78
Circunferencia abdominal CA (mm) 534 150.8 + 6.85
Longitud del Fémur LF (mm) 532 32.6+1.60
Peso fetal estimado PFE (g) 532 343.3+29.28
Semana 34
Diametro biparietal DBP (mm) 534 85.6 £2.37
Circunferencia de la cabeza CC (mm) 533 308.4 +9.69
Circunferencia abdominal CA (mm) 534 300.9+9.44
Longitud del Fémur LF (mm) 532 64.8 +£1.76
Peso fetal estimado PFE (g) 532 2349.9 +170.86

* . ., , . ,, . . . . ,
Estimacion de los pardmetros biométricos condicionados a las medidas reales mas

cercanas a las 12, 20 y 34 semanas de gestacion.

Las Figuras 6-10 muestran las curvas de crecimiento para cada parametro biométrico fetal
estimadas a partir de los modelos lineales mixtos a lo largo del embarazo. En ellas, el eje
de ordenadas (eje Y) expresa las unidades de medida de los pardmetros: mm para el DBP,
CC, CAY LF y gparael PFE. En el eje de abscisas (eje X) se expresa la edad gestacional
en semanas. Las curvas se incluyen los datos de nifios (en color azul) y nifias (en color
rosa). Los puntos representan todas las mediciones tomadas de ese parametro de cada feto

durante el embarazo.
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Figura 6. Curva del diametro biparietal (DBP) segun la edad gestacional

BPD GENEIDA

o0

80 sexo

— girl

mm

— boy

30

GA(weeks)

[137]



Giménez Asensio M.J V. RESULTADOS

Figura 7. Curva de la circunferencia o perimetro cefalico (CC) segun la edad gestacional.
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Figura 8. Curva de la circunferencia o perimetro abdominal (CA) segin la edad

gestacional.
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Figura 9. Curva de la longitud del fémur (LF) segtn la edad gestacional.
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Figura 10. Curva del peso fetal segun la edad gestacional.
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Las curvas para el DBP, CC, CA y LF tienen una forma hiperbolica, con un crecimiento
lento y progresivo durante todo el embarazo. En el caso del DBP y el LF, hay una
distribucion mas uniforme de las medidas en los 2 primeros trimestres y a partir de las 24
semanas aproximadamente se produce una mayor dispersion de los valores. Para el CC y
CA, los valores de las medidas tienden a ser mas homogéneas hasta la semana 34 de
gestacion, a partir de la cual se produce una mayor dispersion de los valores debido a su

mayor variabilidad.
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La curva del PFE es claramente una curva tipo exponencial, con forma J, en la cual en las
primeras semanas el feto experimenta un crecimiento lento pero a partir de las 24 semanas
de gestacion crece de forma mas rapida, acelerando su crecimiento. Los valores medidos
durante el primer y segundo trimestre estan distribuidos de forma mas homogénea, pero
a partir del tercer trimestre se produce una mayor dispersion de los datos debido a la

mayor variabilidad de las mediciones de cada nifio.

5.4.2 Exposicion prenatal a plaguicidas organofosforados y piretroides y

parametros biométricos fetales: Analisis bivariante

Se realiz6 un analisis bivariante para evaluar la asociacion de la exposicion a plaguicidas
organofosforados (DAPs y TCPy) y piretroides (3-PBA) en orina de primer y tercer
trimestre del embarazo con las puntuaciones Z de DBP, CC, CA, LF y PFE calculadas a

las 12, 20 y 34 semanas de gestacion.

La tabla 15 muestra los resultados de los modelos lineales generalizados bivariantes
construidos para evaluar la asociacion entre los niveles urinarios de ZDAPs, ZDMs, XDEs
(expresados en forma logaritmica) en el primer y tercer trimestre del embarazo, asi como
una estimacion del segundo (promedio de las concentraciones en el 1y 3 trimestre). Se
observo una asociacidn positiva cercana a la significacion estadistica entre DEs en
primer trimestre y la puntuacion z-score del DBP a las 12 semanas de gestacion [f=0.109
IC 95% (-0.009;0.227) p=0,069]. Asimismo, se observo una asociacion positiva cerca de

la significacion estadistica entre EDAPs y XDMs en el tercer trimestre y el DBP a las 34
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semanas de gestacion, [$=0.129 IC 95% (-0.022;0.279) p=0.093] y [f=0.124 IC 95% (-

0.014;0.262) p=0.078], respectivamente.

También se observd una asociacidon positiva cercana a la significacion entre los niveles
de XDEs en el primer trimestre y la CA a las 12 semanas de gestacion [=0.109 CI 95%
(-0.008;0.226) p=0.067]. Asimismo, se observd una asociacion positiva proxima a la
significacion estadistica entre XDAPs y ZDMs en el segundo trimestre y el PFE a las 20
semanas de gestacion, [=0.197 CI 95% (-0.024;0.417) p= 0.081] y [B=0.183 CI 95% (-

0.03;0.396) p= 0.092], respectivamente.

Tabla 15. Asociacion entre la concentracion de Y DAPs, > DMs, Y Des (Logio) en orina materna y los parametros
biométricos estimados a las 12, 20 y 34 semanas de gestacion

Trimest 2>.DAPs > DMs S DEs
Variables gle.lsltr;isiél: B (crudo) B (crudo) B (crudo)
(IC95%)  p-valor (IC 95%) p-valor (IC 95%) p-valor
Z-DBP | 0.051 ) -0.043 0.109 .
(12 sem) T (-0.107,0.208) 0.528 (-0.191,0.106) 0.573 (-0.009,0.227) 0.069
-0.048 -0.069 0.008
7Z-DBP Tl 0.514 0.319 0.885
(20 sem) (-0.192,0.096) (-0.205,0.067) (-0.101,0.117)
- 0.046 0.654 0.072 0.468 0.026 0726
(-0.154,0.246) (-0.122,0.265) (-0.118,0.169)
0.040 0.036 0.045
Tl 0.539 0.558 0.350
(-0.087,0.166) (-0.084,0.155) (-0.05,0.14)
Z2-DBP 0.118 0.112 0.063
(34 sem) T2 0.184 0.192 0.324
(-0.056,0.293) (-0.057,0.281) (-0.063,0.189)
3 0.129 0.093% 0.124 0,078 0.029 0.583
(-0.022,0.279) (-0.014,0.262) (-0.075,0.132)
- 0.105 0.021 0.109
Z-CA T1 0.186 0.784 0.067*
(12 sem) (-0.051,0.261) (-0.127,0.168) (-0.008,0.226)
0.029 0.014 0.082
Tl 0.736 0.868 0.205
7Z-CA (-0.139,0.197) (-0.145,0.172) (-0.045,0.208)
20 sem 0.16 0.1 0.1
( ) T2 / 0.159 39 0.225 39 0.102
(-0.065,0.399) (-0.086,0.364) (-0.028,0.306)
0.034 0.021 0.018
ZCA Tl 0.630 0.750 0.731
(34 sem) (-0.105,0.173) (-0.11,0.152) (-0.086,0.122)
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0.039

0.005

0.072

T2 0.688 0.957 0.305
(-0.152,0.231) (-0.18,0.19) (-0.066,0.209)
034 -0.01 .
T3 0.03 0.682 0.016 0.829 0.087 0.125
(-0.129,0.197) (-0.166,0.133) (-0.024,0.199)
- 1 081 .
Z-CC T1 0.133 0.159 0.08 0.362 0.086 0.226
(12 sem) (-0.052,0.318) (-0.094,0.257) (-0.053,0.225)
0.081 0.002 0.109
Tl 0.518 0.987 0.248
7-CC (-0.165,0.327) (-0.231,0.235) (-0.076,0.294)
20 sem
( ) T2 0.150 0.392 0.121 0.476 0.124 0.323
(-0.194,0.494) (-0.212,0.453) (-0.123,0.371)
T1 0.081 0.756 0.089 0.718 0.034 0.863
(-0.591,0.43) (-0.394,0.571) (-0.418,0.35)
7-CC -0.036 -0.056 0.130
T2 0.922 0.874 0.619
(34 sem) (-0.75,0.678) (-0.745,0.634) (-0.383,0.642)
. -0. 1
T3 0.076 0.806 0.075 0.792 0.156 0.463
(-0.533,0.685) (-0.634,0.484) (-0.262,0.575)
- 032 01 011
Z-LE TI 0.03 0.650 0.015 0.818 0.0 0.838
(12 sem) (-0.107,0.171) (-0.116,0.146) (-0.093,0.115)
0.068 0.048 0.051
Tl 0.425 0.546 0.422
Z-LF (-0.099,0.235) (-0.109,0.206) (-0.074,0.177)
(20 sem) 0.152 0.142 0.099
T2 0.200 0.216 0.246
(-0.081,0.384) (-0.083,0.366) (-0.068,0.266)
-0.046 -0.064 0.031
Tl 0.472 0.293 0.520
(-0.173,0.08) (-0.183,0.055) (-0.064,0.126)
Z-LF - -0.066 0.458 -0.082 0343 0.038 0557
(34 sem) (-0.241,0.109) (-0.251,0.087) (-0.088,0.163)
. 01 01
T3 0.003 0.974 0.010 0.891 0.019 0.724
(-0.149,0.154) (-0.129,0.149) (-0.085,0.122)
- 1 .02 091
Z-PFE TI 0.106 0.179 0.023 0.760 0.09 0.125
(12 sem) (-0.049,0.261) (-0.124,0.169) (-0.025,0.207)
0.048 0.025 0.067
Tl 0.555 0.740 0.270
7-PFE (-0.111,0.207) (-0.125,0.176) (-0.052,0.187)
(20 sem) 0.197 0.183 0.120
T2 0.081* 0.092* 0.139
(-0.024,0.417) (-0.03,0.396) (-0.039,0.278)
0.033 0.013 0.037
Tl 0.623 0.833 0.461
(-0.098,0.163) (-0.11,0.137) (-0.061,0.135)
7 PFE - 0.049 0.592 0.021 0816 0.073 0268
(34 sem) (-0.132,023) (-0.154,0.195) (-0.056,0.203)
0.065 0.037 0.068
T3 (0.09,0221) 9410 9105018 0000 (90380.174) 0209

** p-valor <0.05; * p-valor de 0.05 a 0.1

Modelos lineales generalizados (GLM)
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La tabla 16 muestra las asociaciones entre las concentraciones de los metabolitos
dialquilfosfatos con radicales dimetilo (DMP, DMTP, DMDTP) medidos en orina del
primer y tercer trimestres de gestacion (y estimado al segundo como el promedio de los
otros dos) y las biometrias fetales a las 12, 20 y 34 semanas de gestacion. Se observé que
las concentraciones de DMTP >LOD en orina del primer trimestre se asocid con una

mayor LF a las 20 semanas de gestacion [f= 0.163 1C95% (0.012;0.268) p=0.065].

Asimismo, las concentraciones de DMTP >LOD en orina del 2° trimestre se asociaron
significativamente con un aumento de la CA [$=0.237 IC95% (0.087;0.387) p=0.002],
CC [B=0.246 1C95% (0.023;0.469) p=0.031] y PFE [B=0.219 1C95% (0.076;0.361)

p=0.003] a las 20 semanas de gestacion.

Asimismo, las concentraciones de DMTP >LOD en orina del tercer trimestre se asociaron
significativamente con un mayor DBP [B= 0.155 IC95% (0.043;0.268) p=0.007], CA
[=0.131 IC95% (0.009;0.253) p=0.035] y PFE [Bf=0.164 IC95% (0.048;0.279) p=0.006]

a las 34 semanas de gestacion.

Por su parte, los niveles d¢ DMDTP >LOD en orina del primer trimestre se asocio
significativamente con una mayor CC a las 12 y 20 semanas de gestacion [B= 0.249
IC95% (0.052;0.446) p=0.013] y [B= 0.225 1C95% (-0.037;0.488) p=0.092],

respectivamente.

Las concentraciones de DMP >LOD en orina del segundo trimestre se asociaron
significativamente con una menor CA a las 20 semanas de gestacion [B= -0.199 1C95%

(-0.373; -0.026) p=0.024].
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Finalmente, las concentraciones de DEP >LOD en orina de tercer trimestre se asociaron
significativamente con una mayor CA [B= 0.172 1C95% (0.026;0.318) p=0.021) y PFE
[p=0.142 1C95% (0.003;0.280) p=0.046] estimados a las 34 semanas de gestacion.
Asimismo, las concentraciones de este metabolito por arriba del LOD en orina del primer
trimestre de embarazo se asociaron de forma casi significativa con una mayor CA a las

34 semanas de gestacion.
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Tabla 16. Asociacion entre las concentraciones de los metabolitos individuales de dialquilfosfatos en orina materna (por encima vs. por debajo de la LOD) y los parametros
biométricos estimados a las 12, 20 y 34 semanas de gestacion

Tni DMP (> LOD) DMTP (> LOD) DMDTP (> LOD) DEP (> LOD) DETP (> LOD) DEDTP (> LOD)
Variables gzlsltl;isi:,)rlf B (crudo) p (crudo) B (crudo) B (crudo) B (crudo) B (crudo)
(IC 95%) p-valor (IC 95%) p-valor (IC 95%) p-valor (IC 95%) p-valor (IC 95%) p-valor (IC95%)  p-valor
7-DBP -0.010 0.023 0.058 0.092 0.077 0.195
Tl 0.890 0.754 0.365 0.144
(12 sem) (-0.149,0.129) (-0.120,0.166) (-0.110,0.225) (-0.108,0.292) (-0.091,0.245) (-0.067,0.457)
-0.016 -0.028 -0.045 -0.067 0.016 -0.025
7Z-DBP Tl 0.808 0.678 0.561 0.472 0.836 0.838
(20 sem) (-0.143,0.112) (-0.159,0.103) (-0.199,0.108) (-0.25,0.116) (-0.138,0.170) (-0.266,0.215)
0.018 0.068 0.019 -0.110 0.049 0.091
T2 0.818 0.304 0.775 0.107 0.487 0.349
(-0.133,0.168) (-0.032,0.198) (-0.114,0.153) (-0.244,0.024) (-0.090,0.189) (-0.100,0.282)
0.054 -0.061 0.011 0.053 0.051 -0.034
Tl 0.344 0.301 0.874 0.516 0.462 0.752
(-0.058,0.165) (-0.175,0.054) (-0.124,0.146) (-0.107,0.214) (-0.084,0.186) (-0.245,0.177)
Z-DBP 0.041 0.042 0.011 0.056 0.055 0.001
(34 sem) T2 0.537 0.471 0.849 0.351 0.377 0.994
(-0.09,0.173) (-0.072,0.156) (-0.106,0.128) (-0.062,0.173) (-0.067,0.177) (-0.167,0.168)
-0.004 0.155 0.046 0.055 0.083 0.050
T3 0.949 0.007%* 0.566 0.429 0.400 0.690
(-0.129,0.121) (0.043,0.268) (-0.110,0.201) (-0.081,0.190) (-0.111,0.277) (-0.196,0.295)
7Z-CA 0.040 0.060 0.065 0.153 0.060 -0.034
T1 0.565 0.406 0.442 0.128 0.476 0.800
(12 sem) (-0.097,0.178) (-0.082,0.202) (-0.101,0.231) (-0.044,0.351) (-0.106,0.227) (-0.293,0.226)
-0.101 0.122 0.055 0.021 0.048 -0.242
Tl 0.182 0.115 0.549 0.845 0.602 0.090
7Z-CA (-0.249,0.047) (-0.030,0.275) (-0.124,0.234) (-0.193,0.235) (-0.132,0.227) (-0.521,0.038)
(20 sem) -0.199 0.237 0.032 0.061 0.035 -0.055
T2 0.024%* 0.002** 0.687 0.443 0.668 0.625
(-0.373,-0.026) (0.087,0.387) (-0.123,0.187) (-0.095,0.217) (-0.127,0.197) (-0.278,0.167)
7Z-CA -0.032 -0.020 0.072 -0.152 0.097 0.008
0.610 0.754 0.341 0.090* 0.197 0.943
(34 sem) (-0.154,0.090) (-0.146,0.106) (-0.076,0.219) (-0.327,0.024) (-0.050,0.245) (-0.222,0.239)
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-0.122 0.064 -0.005 0.041 0.081 -0.025
T2 0.095 0.315 0.940 0.536 0.232 0.784
(-0.265,0.021) (-0.061,0.188) (-0.133,0.123) (-0.088,0.169) (-0.052,0.214) (-0.208,0.157)
0.005 0.131 -0.083 0.172 0.020 -0.030
T3 0.947 0.035%* 0.335 0.021%* 0.850 0.822
(-0.131,0.140) (0.009,0.253) (-0.251,0.086) (0.026,0.318) (-0.190,0.230) (-0.296,0.235)
7-CC 0.071 0.064 0.249 0.148 0.017 0.099
Tl 0.395 0.456 0.013** 0.217 0.863 0.529
(12 sem) (-0.093,0.235) (-0.105,0.233) (0.052,0.446) (-0.087,0.383) (-0.181,0.216) (-0.210,0.408)
-0.016 0.102 0.225 0.122 0.054 0.058
T1 0.883 0.372 0.092* 0.444 0.686 0.781
7-CC (-0.233,0.201) (-0.122,0.326) (-0.037,0.488) (-0.191,0.434) (-0.209,0.317) (-0.352,0.468)
(20 sem) -0.105 0.246 0.115 -0.023 0.075 0.088
T2 0.424 0.031%* 0.327 0.843 0.539 0.601
(-0.363,0.153) (0.023,0.469) (-0.115,0.344) (-0.255,0.208) (-0.165,0.315) (-0.242,0.418)
0.060 -0.135 0.089 -0.371 0.063 0.015
Tl 0.795 0.568 0.750 0.261 0.822 0.972
(-0.391,0.510) (-0.6,0.329) (-0.457,0.634) (-1.018,0.277) (-0.483,0.608) (-0.835,0.866)
7-CC -0.304 0.051 -0.032 -0.100 0.239 0.015
T2 0.264 0.829 0.895 0.684 0.344 0.966
(34 sem) (-0.839,0.230) (-0.413,0.516) (-0.508,0.444) (-0.580.0.381) (-0.257,0.736) (-0.670,0.700)
-0.221 0.198 -0.185 0.121 0.604 -0.136
T3 0.390 0.394 0.564 0.664 0.133 0.791
(-0.725,0.284) (-0.259,0.655) (-0.813,0.443) (-0.428.,0.670) (-0.184,1.392) (-1.144,0.872)
7 LF 0.029 0.050 0.017 0.123 -0.098 -0.100
T1 0.647 0.437 0.824 0.168 0.195 0.397
(12 sem) (-0.094,0.151) (-0.076,0.176) (-0.131,0.164) (-0.052,0.299) (-0.246,0.050) (-0.330,0.131)
-0.005 0.163 -0.051 0.014 0.073 -0.136
T1 0.948 0.035%* 0.576 0.897 0.419 0.336
7_LF (-0.152,0.143) (0.012,0.314) (-0.229,0.127) (-0.198,0.226) (-0.105,0.252) (-0.414,0.142)
(20 sem) -0.064 0.129 -0.027 0.018 0.114 -0.054
T2 0.472 0.094* 0.732 0.823 0.168 0.635
(-0.238,0.110) (-0.022,0.280) (-0.182,0.128) (-0.138,0.174) (-0.048,0.275) (-0.276,0.168)
-0.066 -0.026 -0.045 -0.007 0.043 -0.147
Tl 0.249 0.652 0.516 0.933 0.529 0.171
(-0.177,0.046) (-0.142,0.089) (-0.179,0.090) (-0.168,0.154) (-0.092,0.178) (-0.357,0.063)
Z-LF 20,082 0.052 20,035 20,019 0.009 20.103
(34 sem) T2 0.221 0.370 0.561 0.747 0.879 0.224
(-0.212,0.049) (-0.062,0.166) (-0.151,0.082) (-0.137,0.098) (-0.112,0.131) (-0.269,0.063)
T3 -0.073 0.254 0.075 0.194 0.026 0.746 0.007 0.916 -0.017 0.865 -0.041 0.742
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(-0.198,0.052)

(-0.038,0.189)

(-0.131,0.183)

(-0.129,0.143)

(-0.211,0.177)

(-0.287,0.205)

7-PFE 0.021 0.056 0.080 0.139 0.023 -0.034
Tl 0.764 0.434 0.339 0.165 0.782 0.796
(12 sem) (-0.116,0.158) (-0.085,0.197) (-0.085,0.245) (-0.057,0.335) (-0.142,0.189) (-0.292,0.224)
-0.054 0.139 -0.013 -0.012 0.059 -0.212
Tl 0.452 0.059 0.883 0.909 0.495 0.116
7-PFE (-0.194,0.087) (-0.006,0.283) (-0.182,0.157) (-0.214,0.190) (-0.111,0.229) (-0.477,0.052)
(20 sem) -0.123 0.219 0.008 0.014 0.077 -0.045
T2 0.146 0.003%* 0.920 0.853 0.323 0.675
(-0.289,0.043) (0.076,0.361) (-0.140,0.155) (-0.134,0.163) (-0.076,0.231) (-0.258,0.167)
-0.004 -0.040 0.011 -0.106 0.093 -0.069
Tl 0.941 0.505 0.872 0.210 0.192 0.533
(-0.120,0.111) (-0.159,0.078) (-0.128,0.150) (-0.271,0.060) (-0.047,0.232) (-0.286,0.148)
7-PFE -0.074 0.076 -0.022 0.033 0.066 -0.068
T2 0.286 0.203 0.725 0.594 0.300 0.443
(34 sem) (-0.210,0.062) (-0.041,0.194) (-0.143,0.099) (-0.088,0.154) (-0.059,0.192) (-0.242,0.106)
-0.024 0.164 -0.014 0.142 0.016 -0.036
T3 0.713 0.006** 0.046 0.877 0.783
(-0.153,0.105) (0.048,0.279) (-0.174,0.147) (0.003,0.280) (-0.183,0.215) (-0.292,0.220)

** p-valor <0.05; * p-valor de 0.05 a 0.1
Modelos Lineales Generalizados (GLM)
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La tabla 17 muestra los resultados de los modelos lineales generalizados crudos (sin
ajustar) para evaluar la asociacion entre los metabolitos 3-PBA y TCPy dicotomizados
(por encima vs por debajo del LOD). Tan solo se observaron asociaciones significativas
para el metabolito 3-PBA. Concretamente, las concentraciones de 3-PBA >LOD
estimadas para el 2° trimestre se asociaron significativamente con una mayor CA fetal a
las 20 semanas de gestacion [B= 0.253 IC 95% (0.019;0.487) p= 0.034], asi como, una
asociacion casi significativa con la CA a las 34 semanas de gestacion [B= 0.123 IC 95%

(-0.007;0.253) p= 0.063].

No se observaron asociaciones estadisticamente significativas entre el metabolito TCPy
en cualquier trimestre del embarazo y las puntuaciones Z de los parametros biométricos

estimados a las 12, 20 y 34 semanas de gestacion.

Tabla. Asociacion entre la concentracion prenatal de los metabolitos especificos 3-PBA y TCPy
en orina materna (por encima vs. Por debajo de la LOD) y los parametros biometricos imputados
alas 12, 20 y 34 semanas de gestacion

3PBA_Dic TCPY Dic
Variables Metabolitos B B
(IC 95%) P-valor (IC 95%) P-valor
: 102 1
ZDBP size at T1 0.10 0.238 0.105 0.215
12 (0.068,0.271) (:0.061,0.271)
0011 20.101
; T1 0.894 0.193
ZDBI;OS‘R at (-0.166,0.145) (0.254,0.051)
0.010 20.080
T2 0.891 0.292
(-0.127,0.146) (-0.229.,0.069)
20.069 0.027
T1 0318 0.690
(0.205,0.067) (-0.107,0.161)
ZDBP size at 0.045 0.016
34 ™ 0.455 0.812
(-0.165,0.074) (:0.114,0.146)
20.009 0.052
T3 0.916 0.490
(0.173,0.155) (-0.096,0.201)
- 0.110 0.081
ZCAsize at Tl 0.197 0.337
12 (0.057,0.278) (:0.084,0.246)
T1 0.117 0.205 20,021 0.814
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(-0.064,0.298)

(-0.199,0.157)

ZCA size at

[151]

121 20.002
20 ™ 0 0.134 0.00 0.984
(:0.037,0.28) (-0.175,0.172)
0.099 0.
T1 0.195 0.026 0.728
(-0.051,0.248) (-0.173,0.121)
ZCA size at 0.123 . 0.001
™ 0.063 0.989
34 (0.007,0.253) (-0.141,0.143)
. 0.147 o104 0.113 o ice
(:0.03,0.323) ‘ (-0.047.0.274) ‘
ZCC size at T1 0.163 0.109 0.134 0.182
12 (-0.037,0.362) (0.063.,0.33)
1 0011
T1 0.167 0215 0.0 0.934
7CC size at (0.097,0.432) (:0.271,0.25)
20 0253 - 20.002
™ 0.034 0.988
(0.019,0.487) (0.258,0.254)
0316 20,021
T1 0.260 0.939
(-0.865,0.234) (0.561,0.519)
ZCC size at -0.040 -0.004
T2 0.872 0.988
34 (-0.528,0.447) (:0.535,0.527)
0.469 0.490
T3 0.163 0.108
(-0.19, 1.128) (-0.108, 1.088)
ZLF size at T1 0.035 0.647 0.075 0.320
12 (-0.115,0.185) (:0.222,0.072)
0.016 0.124
T1 0.859 0.169
ZLF size at (-0.164,0.197) (-0.301,0.053)
20 0.027 20,094
™ 0.736 0.289
(-0.132,0.186) (0.267,0.08)
20,042 20.079
T1 0.545 0.251
(0.179,0.095) (0.213,0.056)
~ 20,068 20.089
ZLF size at T2 0.263 0.182
34 (-0.188,0.051) (:0.219,0.042)
0.127 20,041
T3 0.129 0.591
(0.292.,0.037) (0.189.0.108)
: 0.085 0.018
ZPFE size at T1 0319 0.829
12 (-0.082,0.252) (-0.146.,0.183)
0.038 20.079
T1 0.664 0.358
ZPFE size at (-0.134,0.21) (-0.248,0.09)
20 0.061 20.055
™ 0.431 0.512
(-0.091,0212) (:0.22,0.11)
0.056 20.036
T1 0.434 0.606
, (-0.085,0.197) (-0.175.,0.102)
ZPFE size at 0.069 20.029
34 ™ 0272 0.677
(-0.054,0.192) (-0.163,0.106)
T3 0.086 0318 0.085 0.274
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(-0.083,0.255) (-0.067,0.237)

** P-yalor <0.05; * P-valor de 0.05a 0.1
# Generalized lineal model (GLM)

5.4.3 Exposiciones prenatales a plaguicidas organofosforados y piretroides y

los parametros biométricos: Analisis multivariante

La tabla 18 muestra los resultados de los modelos lineales generalizados ajustados por
covariables seleccionadas a partir de las identificadas en el DAG, utilizando la seleccion
de variables por pasos, con un criterio de seleccion establecido en p<0.2 y una
modificacion de la B ajustada al 10%. Se observo una asociacion cercana a la significacion
estadistica entre los niveles de XDEs en el primer trimestre y un mayor DBP a las 12
semanas de gestacion [f=0.102 IC 95% (-0.016;0.221) p= 0.090] asi como entre los
niveles de XDMs en tercer trimestre y el DBP a las 34 semanas [B= 0.120 CI 95% (-

0.02;0.259) p= 0.092].

Por su parte, los niveles de XDEs en el primer trimestre mostraron una asociacion casi
significativa con una mayor CA a las 12 semanas de gestacion [B= 0.104 CI 95% (-

0.014;0.222) p = 0.083].
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Tabla 18. Asociacion entre la concentracion prenatal de Y DAPs, Logio Y DMs y Logio Y DEs (Logio) en orina materna y los parametros biométricos
estimados a las 12, 20 y 34 semanas de gestacion

. > DAPs > DMs Y DEs
Variables ;lertlzllisig: B ajustado B ajustado Pajustado
(IC 95%) p-valor (IC 95%) p-valor (IC 95%) p-valor
- 0.039 -0.049 0.102
Z-DBP . Tl 0.631 0.517 0.090%*
(12 sem) (-0.12,0.197) (-0.198,0.1) (-0.016,0.221)
-0.072 -0.089 -0.007
i Tl 0.329 0.199 0.899
(2% iil;a (-0.217,0.073) (-0.226,0.047) (-0.116,0.102)
- 0.008 0.935 0.050 0.616 -0.001 0.984
(-0.193,0.209) ‘ (-0.144,0.243) ‘ (-0.146,0.143) '
0.035 0.030 0.041
Tl 0.590 0.624 0.398
(-0.093,0.163) (-0.09,0.151) (-0.055,0.137)
Z-DBP . 0.111 0.102 0.057
(34 sem) T2 0.219 0.241 0.377
(-0.066,0.288) (-0.069,0.272) (-0.07,0.185)
- 0.122 0116 0.120 0,092 0.023 0.668
(-0.03,0.274) ' (-0.02,0.259) ) (-0.082,0.128) ‘
Z-CA 0.100 0.020 0.104
. Tl 0.214 0.791 0.083*
(12 sem) (-0.058,0.257) (-0.128,0.168) (-0.014,0.222)
0.011 0.001 0.066
Tl 0.896 0.986 0.301
Z-CA (-0.157,0.18) (-0.157,0.16) (-0.06,0.193)
(20 sem) 0.121 0.122 0.099
T2 0.307 0.284 0.242
(-0.111,0.353) (-0.102,0.346) (-0.067,0.266)
Z-CA Tl -0.004 0.956 -0.012 0.856 0.005 0.919

[153]



Giménez Asensio M.J

V. RESULTADOS

(34 sem) ° (-0.142,0.134) (-0.142,0.118) (-0.098,0.109)
-0.001 -0.035 0.064
T2 0.989 .
(-0.192,0.189) (-0.218,0.149) 0712 (-0.073,0.2) 0.361
0.024 -0.025 0.086
T3 0.774 742
(-0.138,0.186) (-0.174,0.124) 0.7 (-0.025,0.197) 0.129
Z-CC - 0.123 0.198 0.080 0374 0.079
(12 sem) © (-0.064,0.311) ‘ (-0.097,0.257) ‘ (-0.062,0.219) 0271
0.045 -0.024 0.082
Tl 0.719 .
7-CC (-0.202,0.293) (-0.258,0.209) 0837 (-0.103,0.267) 0385
(20 sem) © - 0.070 0.601 0.088 0.601 0.057
(-0.276,0.416) ' (-0.244,0.421) ‘ (-0.191,0.305) 0.650
-0.132 0.042 -0.057
Tl 0.616 0.866
(-0.647,0.384) (-0.444,0.527) (-0.443,0.329) 0.771
Z-CC -0.167 -0.172 0.062
. T2 0.650 0.626
(34 sem) (-0.888,0.554) (-0.865,0.521) (-0.455,0.579) 0814
-0.048 -0.145 0.072
T3 0.877 61
(-0.66,0.564) (-0.704,0.414) 0.610 (-0.35,0.493) 0737
Z-LF 0.033 0.015 0.012
Tl 0.642 82
(12 sem) (-0.107,0.174) (-0.117,0.148) 0820 (-0.094,0.118) 0.824
0.026 0.020 0.024
Tl 0.758 . '
Z-LF (-0.141,0.194) (-0.138,0.177) 0805 (-0.102,0.15) 0707
(20 sem) ¢ - 0.108 0365 0.116 0310 0.067
(-0.125,0.341) ' (-0.108,0.34) ' (-0.101,0.235) 0433
-0.080 -0.089 0.016
Tl 0.216 0.142
Z-LF (-0.207,0.047) (-0.209,0.03) (-0.08,0.111) 0.746
(34 sem) ¢ -0.116 .
T2 0.197 0117 0.175 0.016 0.801
(-0.292,0.06) (-0.286,0.052) (-0.111,0.143)
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-0.039 -0.009 -0.004

T3 0.621 0.898 0.941
(-0.192,0.115) (-0.15,0.131) (-0.109,0.101)
Z-PFE Tl 0.108 0.175 0.024 0.744 0.09 0.129
(12 sem) (-0.048,0.264) (-0.123,0.172) (-0.026,0.207)
0.023 0.006 0.047
Tl 0.775 0.942 0.440
Z-PFE (-0.136,0.182) (-0.144,0.155) (-0.072,0.166)
(20 sem) © 0.150 0.161 0.083
T2 0.180 0.135 0.304
(-0.069,0.37) (-0.05,0.372) (-0.075,0.24)
-0.001 -0.014 0.026
Tl 0.991 0.817 0.599
(-0.131,0.129) (-0.137,0.108) (-0.071,0.124)
7-PFE 0.008 -0.019 0.068
T2 0.933 0.832 0.301
(34 sem) © (-0.173,0.188) (-0.192,0.155) (-0.061,0.197)
0.035 0.013 0.061
T3 0.662 0.855 0.259
(-0.121,0.19) (-0.129,0.156) (-0.045,0.166)

** p-valor <0.05; * p-valor de 0.05 a 0.1

® Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de
peso, etnia, ejercicio y estudios.

> Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de
peso, etnia y ejercicio.

¢ Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de
peso, etnia, ejercicio, alcohol y estudios.

4 Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, talla de la madre, ganancia de peso,
etnia, ejercicio, alcohol y tabaco.

¢ Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de
peso, etnia, ejercicio y tabaco.
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La tabla 19 muestra los resultados de los modelos lineales generalizados ajustados para
evaluar la asociacion entre la exposicion a los 6 metabolitos dialquilfosfatos individuales
(dicotomizados, por encima vs debajo del LOD) y los pardmetros biométricos fetales

estimados a las 12, 20 y 34 semanas de gestacion.

Se observaron asociaciones significativas entre las concentraciones de DMTP >LOD en
el tercer trimestre y una mayor DBP, CA y PFE estimados a las 34 semanas de gestacion
[B= 0.145 IC95% (0.031;0.258) p= 0.012], [B=0.126 1C95% (0.005;0.246) p=0.041] y
[p=0.147 1C95% (0.031;0,264) p=0.013], respectivamente. Asimismo, las
concentraciones estimadas de este metabolito en el segundo trimestre mostraron
asociaciones significativas con una mayor CA [f= 0.247 IC95% (0.098;0.397) p=0.001],
CC [B=0.235 1C95% (0.010;0.459) p= 0,040] y PFE [B=0.241 IC95% (0.097;0.385) p=

0.001] a las 20 semanas de gestacion.

Las concentraciones de DMP >LOD en el segundo trimestre mostraron una asociacion
significativa con una menor CA a las 20 semanas de gestacion [f=-0.199 1C95% (-0.373;
-0.026) p= 0.024]. También se observdO una asociacion significativa entre las
concentraciones de DMDTP >LOD en el 1 trimestre y una mayor CC a las 12 semanas
de gestacion [B= 0.267 IC95% (0.068;0.465) p= 0.008]. Este metabolito también mostrd
una asociacion cercana a la significacion estadistica con una mayor CC a las 20 semanas

de gestacion [B= 0.230 IC95% (-0.033;0.492) p= 0.087].

Para los metabolitos con radicales etilos, se observaron asociaciones significativas entre
las concentraciones de DEP >LOD en el primer y tercer trimestre con una menor CA a
las 34 semanas de gestacion, [B= -0.188 1C95% (-0.362; -0.014) p= 0.034], [B= 0.160
1C95% (0.015;0.305) p= 0.031], respectivamente. También se observd una asociacion

proxima a la significacion entre DEP >LOD en el primer trimestre con una mayor CA a
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las 12 semanas de gestacion [B= 0.168 1C95% (-0.031;0.368) p= 0.098]. Por otra parte,
las concentraciones de este metabolito en el segundo trimestre de embarazo mostraron
una asociacion cercana a la significacion estadistica con un menor DBP a las 20 semanas

de gestacion [p=-0.131 IC95% (-0.265;0.003) p=0.055].

No se observaron asociaciones significativas entre los metabolitos con radicales dietilo y

las biometrias as las 12, 20 y 34 semanas de gestacion.
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Tabla 19. Asociacion entre las concentraciones prenatales de los metabolitos dialquiilfosfatos individuales en orina (dicotomizados, por encima vs. debajo del LOD) y los pardmetros
biométricos estimados a las 12, 20 y 34 semanas de gestacion

Trimestr DMP >LOD DMTP >LOD DMDTP >LOD DEP>LOD DETP >LOD DEDTP >LOD
Variables te .. B ajustado B ajustado B ajustado B ajustado B ajustado p ajustado
estacio —
& n (IC 95%) p-valor (IC 95%)  p-valor (IC 95%) p-valor (IC 95%) P-valor (IC 95%) p-valor (IC 95%) p-valor
Z-DBP 1 -0.032 0.650 0.024 0.748 0.073 0.392 0.113 0.270 0.051 0.552 0.197 0.138
(12 sem)*® (-0.172,0.108) ’ (-0.121,0.169) (-0.095,0.241) ' (-0.088,0.313) ’ (-0.118,0.220) ’ (-0.064,0.459) '
-0.025 -0.045 -0.053 -0.095 0.008 -0.006
Z-DBP T1 0.700 0.505 0.497 0.309 0.920 0.961
(20 sem) © (-0.153,0.103) (-0.178,0.088) (-0.207,0.101) (-0.279,0.089) (-0.147,0.163) (-0.246,0.234)
0.026 0.051 0.013 -0.131 0.036 0.099
T2 0.731 0.445 0.850 0.055" 0.612 0.309
(-0.124,0.176) (-0.080,0.182) (-0.122,0.148) (-0.265,0.003) (-0.104,0.176) (-0.092,0.289)
0.061 -0.080 0.017 0.044 0.041 -0.030
T1 0.287 0.180 0.805 0.597 0.559 0.778
(-0.052,0.174) (-0.197,0.037) (-0.119,0.153) (-0.119,0.2006) (-0.096,0.177) (-0.242,0.181)
Z-DBP a 0.038 0.022 0.018 0.049 0.045 0.004
(34 sem) T2 0.574 0.708 0.769 0.416 0.473 0.960
(-0.094,0.170) (-0.094,0.138) (-0.101,0.136) (-0.069,0.168) (-0.078,0.168) (-0.164,0.173)
-0.005 0.145 » 0.050 0.051 0.069 0.057
T3 0.943 0.012 0.537 0.465 0.491 0.650
(-0.132,0.122) (0.031,0.258) (-0.108,0.208) (-0.086,0.188) (-0.127,0.265) (-0.189,0.303)
7Z-CA 0.021 0.069 0.080 0.168 . 0.044 -0.032
b T1 0.767 0.345 0.347 0.098 0.606 0.811
(12 sem) (-0.118,0.160) (-0.075,0.214) (-0.087,0.247) (-0.031,0.368) (-0.124,0.212) (-0.292,0.229)
1 -0.131 0.084 0.135 0.086 0.047 0.605 0.010 0.926 0.032 0.724 -0.223 0.116
7Z-CA (-0.279,0.018) ’ (-0.019,0.289) (-0.132,0.226) ’ (-0.204,0.224) ’ (-0.147,0.212) ) (-0.501,0.055) ’
(20 sem) ° -0.191 o 0.247 " 0.015 0.045 0.014 -0.048
T2 0.030 0.001 0.845 0.570 0.865 0.670
(-0.363,-0.019) (0.098,0.397) (-0.140,0.171) (-0.110,0.200) (-0.147,0.175) (-0.268,0.173)
Z-CA Tl -0.034 0.584 -0.062 0.337 0.063 0.394 -0.188 0.034™ 0.093 0.211 0.024 0.838
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(34 sem) ® (-0.155,0.088) (-0.188,0.064) (-0.083,0.209) (-0.362,-0.014) (-0.053,0.240) (-0.204,0.251)
T2 0.123 0.087 0.033 0.605 0.004 0.955 0.019 0.766 0.083 0.214 -0.021 0.821
(-0.265,0.018) (-0.091,0.156) (-0.123,0.130) (-0.108,0.146) (-0.048,0.214) (-0.201,0.159)
3 -0.014 0.843 0.126 0.041" -0.070 0413 0.160 0.031" 0.023 0.831 -0.035 0.793
(-0.149,0.121) (0.005,0.246) (-0.238,0.098) ‘ (0.015,0.305) (-0.185,0.230) (-0.297,0.227)
7-CC 0.048 0.065 0.267 N 0.168 -0.009 0.106
. Tl 0.572 0.461 0.008 0.166 0.932 0.501
(12 sem) (-0.118,0.213) (-0.108,0.237) (0.068,0.465) (-0.07,0.405) (-0.209,0.191) (-0.204,0.417)
-0.048 0.091 0.230 0.091 0.034 0.084
T1 0.665 0.431 0.087" 0.567 0.801 0.688
7-CC (-0.267,0.170) (-0.136,0.319) (-0.033,0.492) (-0.222,0.405) (-0.230,0.297) (-0.326,0.493)
(20 sem) -0.101 0.235 o 0.101 -0.063 0.039 0.102
T2 0.439 0.040 0.394 0.589 0.749 0.542
(-0.358,0.156) (0.010,0.459) (-0.131,0.332) (-0.294,0.167) (-0.201,0.279) (-0.226,0.431)
0.057 -0.213 0.092 -0.432 0.005 0.048
Tl 0.805 0.376 0.741 0.193 0.985 0.912
(-0.398,0.512) (-0.686,0.26) (-0.456,0.641) (-1.084,0.219) (-0.543,0.554) (-0.804,0.900)
7-CC -0.348 -0.048 -0.013 0.168 0.177 0.040
. T2 0.202 0.841 0.959 0.494 0.486 0.909
(34 sem) (-0.883,0.187) (-0.518,0.422) (-0.496,0.470) (-0.649,0.313) (-0.322,0.676) (-0.645,0.725)
- -0.264 0307 0.124 0.594 -0.194 0.548 0.038 0.893 0.472 0944 -0.123 0.800
(-0.772,0.243) (-0.333,0.581) (-0.828,0.440) ‘ (-0.513,0.589) (-0.323,1.267) (-1.126,0.879)
7-LF 0.024 0.057 0.026 0.117 -0.087 -0.106
d Tl 0.711 0.382 0.736 0.196 0.257 0.352
(12 sem) (-0.101,0.148) (-0.072,0.187) (-0.123,0.174) (-0.060,0.295) (-0.237,0.064) (-0.338,0.126)
-0.009 0.117 -0.046 -0.012 0.047 -0.125
Tl 0.908 0.135 0.610 0.915 0.607 0.378
7-LF (-0.157,0.140) (-0.037,0.271) (-0.223,0.131) (-0.224,0.201) (-0.133,0.227) (-0.401,0.152)
(20 sem) ¢ -0.047 0.115 -0.041 -0.003 0.093 -0.044
T2 0.592 0.140 0.608 0.971 0.254 0.695
(-0.220,0.126) (-0.038,0.268) (-0.196,0.115) (-0.158,0.152) (-0.067,0.253) (-0.263,0.176)
-0.063 -0.068 -0.051 -0.013 0.018 -0.146
Tl 0.272 0.251 0.460 0.873 0.795 0.184
7Z-LF (-0.176,0.050) (-0.185,0.048) (-0.185,0.084) (-0.174,0.148) (-0.118,0.154) (-0.356,0.064)
(34 sem) ¢ -0.075 0.016 -0.042 -0.039 -0.007 -0.098
T2 0.262 0.788 0.488 0.512 0.908 0.247

(-0.206,0.056)

(-0.100,0.132)

(-0.159,0.076)

(-0.157,0.078)

(-0.129,0.114)

(-0.264,0.068)
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-0.060

0.053

0.003

-0.030

-0.050

-0.037

T3 0.353 0.969 0.663 0.615 0.822
(-0.185,0.066) (-0.063,0.168) (-0.154,0.160) (-0.167,0.107) (-0.244,0.145) (-0.282,0.207)
i -0.002 081 . 1 01 -0.04
Z-PFE 0.00 0.981 0.08 0.087 0.302 0155 0.125 0.016 0.850 0.043 0.744
(12 sem) (-0.140,0.137) (-0.062,0.225) (-0.079,0.253) (-0.043,0.353) (-0.151,0.183) (-0.301,0.215)
-0.087 0.142 -0.021 -0.027 0.042 -0.191
Tl 0.221 0.806 0.791 0.628 0.153
Z-PFE (-0.228,0.053) (-0.003,0.288) (-0.189,0.147) (-0.228,0.174) (-0.127,0.211) (-0.452,0.071)
(20 sem) © -0.127 0.241 0.000 -0.002 0.061 -0.033
T2 0.129 0.995 0.983 0.428 0.757
(-0.291,0.037) (0.097,0.385) (-0.147,0.146) (-0.148,0.145) (-0.091,0.214) (-0.243,0.176)
-0.009 -0.086 0.011 -0.123 0.080 -0.048
Tl 0.873 0.870 0.142 0.260 0.660
(-0.125,0.106) (-0.205,0.034) (-0.126,0.149) (-0.288,0.041) (-0.059,0.218) (-0.263,0.167)
Z-PFE - -0.078 0957 0.038 -0.009 0.884 0.011 0.854 0.061 0337 -0.046 0508
(34 sem) © (-0.212,0.057) (-0.080,0.157) (0.129,0.111) (-0.109,0.132) (-0.064,0.186) (-0.218,0.126)
-0.038 0.147 -0.011 0.114 0.014 -0.006
559 0.891 0.106 0.892 0.960

(-0.167,0.090)

(0.031,0.264)

(-0.172,0.150)

(-0.024,0.252)

(-0.183,0.210)

(-0.259,0.246)

** p-valor <0.05; * p-valor de 0.05 a 0.1

® Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia, ejercicio y estudios.
® Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia y ejercicio.
¢ Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia, ejercicio, alcohol y

estudios.

4Modelo ajustado por niveles de ¢ creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, talla de la madre, ganancia de peso, etnia, ejercicio, alcohol y

tabaco.

¢ Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia, ejercicio y tabaco.
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La tabla 20 muestra los resultados de los modelos lineas generalizados ajustados para
evaluar la asociacion entre los niveles urinarios de TCPy y 3-PBA dicotomizados (por
encima vs. por debajo el LOD) en primer y tercer trimestre, y estimados del segundo, y

las puntuaciones-Z de los parametros biométricos fetales.

Las concentraciones TCPy >LOD en el segundo trimestre se asociaron con una menor LF
estimado para la semana 34 de gestacion [B= -0.116 IC 95% (-0.248;0.015) p= 0.082].
Los niveles de 3-PBA >LOD en el 2° trimestre se asociaron de forma casi significativa
con una mayor CA estimada a las 20 semanas de gestacion f=0.140 IC 95% (-0.02;0.299)
p= 0.086]. Sin embargo, la asociacion alcalzd la significacion estadistica con la CA
estimada para la semana 34 de gestacion [B= 0.149 IC 95% (0.02;0.279) p= 0.024]. Una
tendencia similar se observo con las concentraciones de 3-PBA >LOD en primer trimestre

y la CA a las 34 semanas de gestacion [B= 0.136 IC 95% (-0.013;0.285) p=0.073].

Finalmente, también se encontr6 una asociacion significativa entre la concentracion del
3-PBA>LOD en el 2° trimestre y el CC estimado a las 20 semanas de gestacion [=0.273

IC 95% (0.037;0.51) p= 0.024].

Tabla.
3PBA_Dic TCPY_Dic
Variables Metabolitos B ajust B ajust
(IC 95%) P-valor (IC 95%) P-valor
i 12 091
ZDBP size at T1 0.126 0.151 0.09 0.286
12a (-0.046,0.297) (-0.076,0.258)
-0.008 -0.107
i T1 0.918 0.170
ZDB;OZIZG at (-0.166,0.149) (-0.26,0.046)
T2 0.022 0.750 0086 0.259
(-0.116,0.161) ' (-0.235,0.063) ‘
-0.066 0.025
T1 0.354 0.717
(-0.204,0.073) (-0.11,0.16)
ZDB§ et T2 -0.037 0.547 0.012 0.858
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(-0.159,0.084) (:0.12,0.144)
-0.002 0.052
T3 0.980 0.501
(-0.169,0.165) (:0.1,0.205)
: 0.111 0.075
ZCA size at Tl 0.200 0.377
12b (-0.059,0.282) (-0.092,0.241)
. 0.124 o151 20.010 0015
ZCA size at (-0.058,0.307) ' (-0.188,0.168) ‘
20b - 0.140 o086 0.010 0010
(:0.02,0.299) ’ (:0.163,0.183) ‘
0.136 20.068
T1 0.073" 0.359
(-0.013,0.285) (-0.214,0.077)
ZCA size at 0.149 " -0.040
T2 0.024 0.577
34b (0.02,0.279) (-0.181,0.101)
0.139 0.083
T3 0.122 0313
(-0.037,0.315) (-0.079,0.246)
ZCC size at T1 0.184 0.076 0.122 0.228
12¢ (-0.019,0.387) (-0.076,0.319)
T1 0.158 0.249 0.000 0.999
7CC size at (-0.111,0.427) ' (-0.262,0.261) ‘
20c - 0.273 o2 0.007 0,058
(0.037,0.51) : (-0.249,0.263) ‘
20222 20.051
T 0.436 0.855
(-0.781,0.338) (-0.595,0.493)
' 0.091 20.031
ZCC size at T2 0.718 0.910
34c (-0.404,0.586) (-0.565,0.503)
0.589 0.444
T3 0.082 0.153
(-0.075, 1.254) (:0.166, 1.053)
: 0.014 20.072
ZLF size at T1 0.858 0.347
12d (-0.139,0.167) (-0.221,0.078)
Tl 0.008 0.932 0.157 0.082
ZLF size at (:0.174,0.19) ' (-0.335,0.02) :
20d 0.017 0.131
T2 0.838 0.139
(-0.143,0.177) (-0.304,0.042)
20.027 20.108
T1 0.705 0.116
(-0.165,0.112) (-0.243,0.027)
ZLF size at -0.056 -0.116 .
T2 0.362 082
34d (-0.177,0.065) (-0.248,0.015) 0.08
20.126 -0.086
T3 0.133 0.266
(-0.292,0.039) (-0.237,0.066)
ZPFE size at T1 0.102 0.236 0.014 0.873
12 (-0.067,0.272) (:0.153,0.18)
i Tl 0047 0.596 0054 0.330
ZPEL size at (-0.126,0.219) ' (-0.253,0.085) ‘
T2 0.074 0.334 -0.059 0.483
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(-0.077,0.225)

(-0.223,0.106)

082 0.
Tl 0.08 0.252 0.078 0271
(-0.059,0.224) (-0.216,0.061)
: 0.084 L0.068
ety ™ 0.179 0318
34e (-0.039,0.208) (-0.203,0.066)
0.058 0.036
3 0.495 0.648
(-0.11,0.226) (-0.118,0.19)

** P-valor <0.05; * P-valor de 0.05a 0.1

* Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido,
embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia, ejercicio y estudios.

® Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido,
embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia y ejercicio.

¢ Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido,
embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia, ejercicio, alcohol y estudios.
4 Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido,
embarazos anteriores, talla de la madre, ganancia de peso, etnia, ejercicio, alcohol y tabaco.

¢ Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido,
embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia, ejercicio y tabaco.

5.4.4 Analisis longitudinal (modelos GEE) entre las exposiciones a plaguicidas
organofosforados y piretroides durante el embarazo y las biometrias

fetales a las 12, 20 y 34 semanas de gestacion.

La tabla 21 muestra los resultados del andlisis longitudinal (modelos GEE) para el total
de la poblacién de estudio, y estratificado por sexo, que evalta el efecto de la exposicion

durante el embarazo a los sumatorios de los mismos (3. DAPs, > DMs y > DEs).

Se observo una asociacion proxima a las significacion estadistica entre el ) DAPs a lo
largo del embarazo y una mayor CA [$=0.119 IC 95% (-0.019, 0.256) p=0.091] y el PFE
[p=0.116 IC 95% (-0.017, 0.248) p=0.087]. Al estratificar por sexo solo los nifios
mostraron una asociacion significativa entre ) DAPs y una mayor CA [=0.212 IC 95%

(0.048,0.376) p=0.011].
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Asimismo, se observo una asociacion positiva significativa entre el ' DEs y un mayor
DBP a lo largo del embarazo [=0.105 IC 95% (0.001,0.209) p=0.047]. Al estratificar por
sexo, tan solo las nifias mantuvieron esta asociacion (al borde de la significacion

estadistica) y en la misma direccién [B=0.168 IC 95% (-0.013,0.350) p=0.069].
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Tabla 21. Analisis longitudinal (modelos GEE) de la asociacion entre los niveles prenatales ) DAPs, Logio Y DMs y Logio Y. DEs (Logio) en orina de la madre y las

biometrias estimadas a las 12, 20 y 34 semanas de gestacion

Metabolito . b (IC95%)  p-valor —; p-Vi.ll’OI‘ b a‘ll,lftado (IC 95%) p-valor b ajlftado (IC 95%) p-valor ——
ajustado interaccion sexo nino nina

Log DAPs 0.062 (-0.084,0.208) 0.404 0.918 0.114 (-0.061,0.289) 0.202 -0.005 (-0.247,0.237) 0.966
ZDBP* Log DMs -0.032 (-0.182,0.118) 0.677 0.822 0.049 (-0.135,0.233) 0.603 -0.123 (-0.360,0.113) 0.307
Log DEs 0.105 (0.001,0.209) 0.047" 0.427 0.043 (-0.080,0.166) 0.497 0.168 (-0.013,0.350) 0.069"
Log DAPs 0.119 (-0.019,0.256) 0.091" 0.223 0.212 (0.048,0.376) 0.011" 0.001 (-0.230,0.231) 0.995
ZCA® Log DMs 0.044 (-0.095,0.183) 0.534 0.165 0.148 (-0.030,0.326) 0.103 -0.066 (-0.279,0.147) 0.542
Log DEs 0.087 (-0.019,0.194) 0.108 0.774 0.086 (-0.036,0.208) 0.166 0.072 (-0.120,0.264) 0.461
Log DAPs 0.126 (-0.054,0.306) 0.171 0.549 0.118 (-0.111,0.347) 0.313 0.132 (-0.163,0.426) 0.380
ZCC® Log DMs 0.070 (-0.110,0.249) 0.445 0.927 0.119 (-0.115,0.352) 0.319 0.024 (-0.245,0.293) 0.859
Log DEs 0.077 (-0.061,0.215) 0.275 0.128 -0.003 (-0.182,0.176) 0.971 0.155 (-0.072,0.383) 0.180
Log DAPs 0.009 (-0.119,0.138)  0.886 0.576 0.008 (-0.156,0.172) 0.922 0.004 (-0.197,0.205) 0.972
ZLFY  Log DMs 0.017 (-0.112,0.146) 0.798 0.226 0.107 (-0.061,0.275) 0.212 -0.087 (-0.277,0.104) 0.373
Log DEs -0.018 (-0.113,0.077) 0.716 0.315 -0.107 (-0.232,0.018) 0.093" 0.099 (-0.047,0.245) 0.184
Log DAPs 0.116 (-0.017,0.248) 0.087" 0.762 0.139 (-0.038,0.317) 0.125 0.077 (-0.125,0.279) 0.454
ZPFE® Log DMs 0.058 (-0.072,0.188) 0.379 0.599 0.105 (-0.080,0.290) 0.266 0.008 (-0.175,0.190) 0.934
Log DEs 0.057 (-0.047,0.161) 0.285 0.519 0.027 (-0.104,0.157) 0.690 0.077 (-0.093,0.248) 0.374

** p-valor <0,05; * p-valor de 0,05 a 0,1
a Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia, ejercicio y estudios.

b Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia y ejercicio.

¢ Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia, ejercicio, alcohol y

estudios.

d Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, talla de la madre, ganancia de peso, etnia, ejercicio, alcohol y

tabaco.

e Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia, ejercicio y tabaco.
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Por ultimo los resultados del andlisis longitudinal (models GEE) para evaluar la
asociacion entre los metabolitos TCPy y 3-PBA y las biometrias fetales estimadas a las
12, 20 y 34 semanas de gestacion se muestran en la Tabla 22. Se observo que los niveles
de 3-PBA >LOD a lo largo del embarazo se asociaron con una mayor CC en nifios
[p=0.316 IC 95% (0.026,0.606) p= 0.033]. En el caso del TCPy, sus niveles por encima
del LOD se asociaron de forma significativa con una menor LF en nifios [B= -0.267 IC

95% (-0.473,-0.060) p= 0.011]
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Tabla 22. Analisis longitudinal (modelos GEE) de la asociacion entre los niveles prenatales de metabolitos TCPy y 3-PBA (por encima vs. por debajo del LOD) en orina
de la madre y las biometrias estimadas a las 12, 20 y 34 semanas de gestacion

Metabolito . b (IC95%)  p-valor —; p-Vz?lror J aJ}1~stado (IC 95%) p-valor P ajgstado (IC 95%) p-valor
ajustado interaccion sexo ninos ninas
7.DBP* 3-PBA>LOD 0.105 (-0.077,0.287)  0.257 0.081 0.137 (-0.092,0.366) 0.240 0.066 (-0.225,0.357) 0.655
TCPy >LOD 0.088 (-0.073,0.248) 0.285 0.881 0.009 (-0.192,0.210) 0.928 0.164 (-0.097,0.426) 0.217
7 CAb 3-PBA>LOD 0.119 (-0.056,0.293) 0.184 0.275 0.151 (-0.061,0.362) 0.163 0.084 (-0.216,0.383) 0.584
TCPy >LOD 0.069 (-0.084,0.222) 0.377 0.130 -0.050 (-0.241,0.140) 0.604 0.217 (-0.031,0.466) 0.087"
7.0Ce 3-PBA>LOD 0.248 (-0.022,0.475) 0.032* 0.011" 0.316 (0.026,0.6006) 0.033™ 0.257 (-0.092,0.607) 0.149
TCPy >LOD 0.116 (-0.076,0.309) 0.235 0.921 0.065 (-0.186,0.316) 0.611 0.079 (-0.226,0.385) 0.612
7 LF¢ 3-PBA>LOD 0.019 (-0.122,0.160)  0.793 0.538 0.023 (-0.150,0.196) 0.793 0.011 (-0.223,0.245) 0.927
TCPy >LOD -0.094  (-0.253,0.065) 0.247 0.058" -0.267 (-0.473,-0.060) 0.011™ 0.109 (-0.134,0.351) 0.378
7 PFE* 3-PBA>LOD 0.085 (-0.084,0.254) 0.323 0.093" 0.106 (-0.092,0.304) 0.294 0.076 (-0.221,0.374) 0.615
TCPy>LOD -0.006  (-0.166,0.155) 0.945 0.107 -0.188 (-0.385,0.008) 0.061 0.194 (-0.058,0.447) 0.131

** p-valor <0,05; * p-valor de 0,05 a 0,1

® Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia,
gjercicio y estudios.

> Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia y
egjercicio.

¢ Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia,
ejercicio, alcohol y estudios.

4 Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, talla de la madre, ganancia de peso, etnia, ejercicio,
alcohol y tabaco.

¢ Modelo ajustado por niveles de creatinina (mg/dl), edad de la madre, sexo del recién nacido, embarazos anteriores, BMI pre-embarazo, ganancia de peso, etnia,
ejercicio y tabaco.
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6. DISCUSION

El presente estudio examind la asociacion entre la exposicion a insecticidas
organofosforados y piretroides (utilizando la concentracion de diversos metabolitos en
orina durante el embarazo como biomarcadores de la exposicion) y el crecimiento fetal,
evaluado a través de la antropometria al nacer y ecografias seriadas durante la gestacion,
y la edad gestacional en la cohorte de nacimiento GENEIDA. En general, la exposicion a
insecticidas organofosforados durante el embarazo se asoci6 con alteraciones en algunas
medidas antropométricas del recién nacido, asi como con todos los parametros
biométricos fetales estudiados. Por su parte, la exposicion prenatal a piretroides se asocid
con una menor edad gestacional, un mayor riesgo de parto prematuro y con un mayor

perimetro cefélico y circunferencia abdominal.

6.1 Antropometria al nacer

La comparacion de los resultados del presente estudio con otros similares de la literatura
.cientifica se resume en la Tabla 23. En particular, se observé que el aumento de ZDMs y
del metabolito DMP en orina del tercer trimestre de embarazo se asociaban con una
disminucion del peso al nacer y el aumento del metabolito DMP con una disminucion de
la talla del neonato. Por el contrario, el andlisis longitudinal a lo largo del embarazo
mostr6 que el aumento de los niveles de DEP se asociaba con una disminucion del peso
al nacer y el aumento de DETP con una disminucion de la talla en los varones. Por otro
lado, los niveles detectables de TCPy durante el primer trimestre se asociaron con una
disminucion del perimetro cefélico de los recién nacidos, asi como también en el analisis
longitudinal a lo largo del embarazo (en este caso so6lo en varones). Por su parte, los
niveles detectables de 3-PBA se asociaron con una menor edad gestacional y con un

mayor riesgo de prematuridad.
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Woods et al. (2017) y Rauch et al. (2012) hallaron resultados similares, y en la misma
direccion, para el peso al nacer; sin embargo, otros estudios mostraron resultados
contradictorios al observar una asociacion entre el aumento de los metabolitos dietilo y
la disminucion del peso al nacer (Huang et al., 2017; Wolf et al., 2007 y Naksen et al.,
2015). En cuanto a la talla del neonato, Eskenazi et al. (2004) encontraron una asociacioén
directa con los metabolitos de dimetilo, mientras que Huang et al. (2017) encontraron una
asociacion inversa con los metabolitos de dietilo, aunque este ultimo estudio midié los

metabolitos de plaguicidas en el segundo trimestre del embarazo.

En relacion con el perimetro cefélico, el presente estudio encontrd una asociacion inversa
con ZDAPs en varones. Otros estudios observaron resultados similares al encontrar una
asociacion inversa del perimetro cefalico con los metabolitos dimetilo (Naksen et al.,
2015) y con los dietilo (Naksen et al., 2015 y Liu et al., 2016). Por el contrario, Dalsager
et al. (2018) observaron una asociacion directa con metabolitos dietilo y Eskenazi et al.
(2004) tanto con metabolitos dimetilo como con los dietilo. En cuanto al TCPy y el
perimetro cefalico, los resultados del presente estudio coinciden con los de Balalian et al.
(2021), ya que en ambos casos se encontrd una asociacion inversa. En el caso del 3-PBA
se observaron resultados mas controvertidos, ya que el presente estudio no encontr6d
asociacion con el perimetro cefalico, mientras que Huang et al. (2017) observaron una
asociacion inversa con 3-PBA en el tercer trimestre y Zhang et al. (2014) una asociacion

directa, pero en el primer trimestre.

En cuanto a la edad gestacional, los pocos estudios que abordaron este efecto también
mostraron resultados contradictorios. El presente estudio es el unico que halld6 una
asociacion inversa de la edad gestacional con 3-PBA y una asociacion directa con la

prematuridad. Por el contrario, Eskenazi et al. (2004) encontraron una asociacion inversa
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con metabolitos dimetilo, Wang et al. (2012) una asociacion inversa pero con metabolitos

dietilo y Nuseir et al. (2021) una asociacién inversa con DEDTP.

Todos estos hallazgos sugieren que los metabolitos OP, en cierta medida, pueden alterar
las medidas antropométricas al nacer, pero la medida especifica y la direccion del efecto
no son consistentes entre los estudios. Estos resultados contradictorios pueden estar
relacionados con el momento de la gestacion en el que se determinaron los metabolitos,
los diferentes métodos analiticos e instrumentales utilizados para la identificacion y
cuantificacion de los mismos, las diferentes poblaciones estudiadas, el sexo, la etnia y las
variables (incluyendo factores de confusion) utilizadas para ajustar los modelos de

regresion, entre otros.

En general, el presente estudio indica que la exposicion a metabolitos OPs, especialmente
en el tercer trimestre de embarazo, puede afectar al peso, la talla y el perimetro cefalico
al nacer, especialmente en los nifios varones. La disminucion del perimetro cefalico puede
estar relacionada con el insecticida clorpirifés, ya que su metabolito relativamente
especifico (TCPy) también mostrd una asociacion inversa. Y ello a pesar de que tanto el
clorpirifés como el metil-clorpirifés y el herbicida triclopir producen TCPy como
metabolito comin y estaban aprobados para uso agricola en la Unién Europea en el
momento en que se recogieron las muestras de orina materna. Dado que el perimetro
cefalico al nacer se considera un marcador sensible del desarrollo neurolédgico, estos
hallazgos dan més consistencia a las preocupaciones previas sobre los OPs en general y
el clorpirifés en particular. Ademas, el presente estudio no encontrd ninguna asociacion
significativa en relacion con la edad gestacional, aparte de la relativa al metabolito 3-

PBA, aunque dos metabolitos dimetilos (DMP y DMTP) se asociaron con un mayor
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riesgo de prematuridad en nifias. No obstante, estos resultados deben interpretarse con

precaucion debido al reducido nimero de casos con niveles detectables de 3-PBA.

Tabla 23. Resumen de los principales resultados encontrados por los estudios que evaluan la

asociacion entre la exposicion prenatal a organofosforados y piretroides (basada en los niveles
urinarios maternos) y los resultados antropométricos al nacer, y la edad gestacional.

Autores (afio) Diseiio del Localizacion Exposicion Efecto
estudio
Peso al nacer
Presente estudio ~ Cohorte Almeria 1 XDMs (3T) | Peso *
GENEIDA 1 DMP (3T) | Peso
1 DEP (3T) 1 Peso
1 DEP (TE) | Peso *
Woods et al. Estudio Cincinnati 1 ZDMs (TE) | Peso (NS)
(2017) HOME (Ohio) 1 DEs (TE) 1 Peso (NS)
Huang et al. Cohorte Taipei 1 DEP (27) | Peso
(2017) (Taiwan)
Wolff et al. Mount Sinai New York (EE. 1 ZDEs | Peso (NS)
(2007) uu.) 1 XDEs | Indice ponderal (NS)
Rauch et al. HOME study  Cincinnati 1 ZDAPs (TE) | Peso (RN negroides)
(2012) (Ohio) 1 ZDMs (TE)
Naksen et al. Estudio Chiang  Mai 1 XDEs (PE) | Peso (PONI materna
(2015) SAWASDEE (Tailandia) 1 ZDAPs (PE) 1)
| Peso (PON1 materna
0y
Dalsager et al. Cohorte Odense 1 TCPy (2° tercil) | Peso (3)
(2018) infantil Odense (Dinamarca)
(OCO)
Zhang et al. Cohorte Tokio (Japon) 1 3-PBA (1T) 1 Peso
(2014)
Jaacks et al. Cohorte Bangladesh 3-PBA>LOD 1 PEG (pequeio para la
(2019) edad gestacional)
Talla al nacer (BL)
Este estudio Cohorte Almeria 1 ZDEs (3T) 1 Talla *
GENEIDA 1 DETP (TE) | Talla (&)*
1 DMP (3T) | Talla *
1 TCPy (TE) 1 Talla *
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Eskenazi et al. CHAMACOS Salinas Valley 1 XDMs (TE) 1 Talla
(2004) (California) 1 ZDAPs (TE) 1 Talla
Huang et al. Cohorte Taipei 1 ZDEs (2T) | Talla
(2017) (Taiwan) 1 DEP (2T) | Talla
Circunferencia cefalica (CC)
Este estudio Cohorte Almeria 1 ZDAPs (TE) 1 CC (@)
GENEIDA 1 DMTP (3T) 1 CC
1 TCPy (1T) l CC
1 TCPy (TE) 1cc (@)
Khoshhali et al. Meta-analisis 1 ZDAPs (promedio) 1 CC
(2020) (19 estudios)
Dalsager et al. Cohorte Odense 1 ZDEs (2T) 1 CC (D)
(2018) infantil Odense (Dinamarca)
(OCO)
Eskenazi et al. CHAMACOS Salinas Valley 1 ZDEs (TE) 1 CC
(2004) (California) 1 DM (TE) 1 CC
1 ZDAPs (TE) 1 CC
Liuetal. (2016) Estudio Sheyang 1 ZDEs (AP) parto) 1 CC
County 1 ZDAPs (AP) lcc
(Jiangsu)
Naksen et al. Estudio Chiang  Mai 1 ZDEs (PE y FE) | CC (PONI1 materna |)
(2015) SAWASDEE  (Tailandia) 1 =DMs (PE) | CC (PON1 materna |)
1 ZDAPs (PE y FE) | CC (PONI1 materna |)
Wolff et al. Mount Sinai Nueva  York 1 XDAPs (37) 1 CC (NS)
(2007) (EEUU)
Balalian et al. Cohorte SSHy Nueva  York 1 TCPy (estudio TDID: | CC (&)
(2021) Estudio TDID (EEUU) primera mitad
embarazo; S/H cohorte:
37)
Huang et al. Cohorte Taipei 13-PBA (37) 1 CC
(2017) (Taiwan)
Zhang et al. Cohorte Tokio (Japon) 1 3-PBA (17T) 1 CC
(2014)

Edad gestacional
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Este estudio GENEIDA Almeria 1 3-PBA (17T) | Edad Gestacional

Cohorte 1 3-PBA (1T, TE) 1 Prematuridad

1 3-PBA (37) 1 Prematuridad*

Eskenazi et al. CHAMACOS Salinas Valley 1 XDMs (TE) | Edad Gestacional
(2004) (California)
Wang et al. Estudio Shanghai 1 DEP (TE) | Edad Gestacional (%)
(2012) (China)
Nuseir et al. Estudio Jordania 1 DEDTP (37) | Edad Gestacional
(2021)

TE: Todo el embarazo; 1T: Primer trimestre del embarazo; 2T; Segundo trimestre; 3T: Tercer
trimestre; AP: Antes del parto; PE: Principios del embarazo; FE: Final de embarazo

* Asociacion proxima a la significacion estadistica; NS: asociacion no significativa.

La inconsistencia observada entre los estudios puede deberse a diferencias en el momento
en que se recogieron las muestras de orina durante la gestacion, el nimero de muestras
recogidas, los diferentes patrones de uso de plaguicidas organofosforados en las distintas
regiones geograficas estudiadas y las variables de confusion incluidas en los modelos
multivariantes. La co-exposicion a otras sustancias quimicas, incluidos otros plaguicidas,
también puede interferir en el desarrollo embrionario y fetal, y estas exposiciones pueden

variar de una poblacion a otra.

En cuanto al momento en que se recogieron las muestras, y a diferencia de otros estudios,
en la cohorte GENEIDA se recogio una muestra de orina en el primer y tercer trimestre
del embarazo. En las cohortes CHAMACOS y HOME también se recogieron dos
muestras de orina, pero ambas durante el segundo trimestre (13.9 y 26,5 semanas, y 15,9
y 26 semanas, respectivamente). En cambio, otros estudios solo recogieron una unica
muestra de orina durante el embarazo. Por ejemplo, en el caso de las cohortes de

Columbia y Mount Sinai, ambas recogieron muestras durante el tercer trimestre del
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embarazo. La recogida de dos muestras de orina en distintos momentos del embarazo
(primer y tercer trimestre) proporciona una medicion mas precisa de la exposicion a los
compuestos diana durante todo el periodo de organogénesis, lo que representa un punto

fuerte importante de este estudio realizado en la cohorte GENEIDA.

Otra posible explicacion de las inconsistencias entre los resultados de los estudios puede
estar relacionada con las diferencias en el origen étnico de la poblacion estudiada. En el
presente estudio, la mayoria de la poblacion era de raza blanca, mientras que en otros
estudios la mayoria de los participantes eran latinoamericanos o afroamericanos. Segun
investigaciones anteriores, la raza puede estar asociada con la exposicion a plaguicidas
organofosforados, la edad gestacional y antropometria al nacer, y los polimorfismos
genéticos PON1 (Rauch et al., 2012; Whyatt et al., 2004). La PON1 es una enzima
hidrolitica con una amplia gama de sustratos, incluidos los derivados ox6n (metabolitos

activos) de los compuestos organofosforados (Furlong et al., 2020).

6.2 Comparacion de niveles urinarios de metabolitos de plaguicidas con otros

estudios

Al comparar las concentraciones urinarias de los metabolitos de plaguicidas de la cohorte
GENEIDA con las de otros estudios, el presente estudio hallé en general niveles de
metabolitos mas bajos que los de otras poblaciones. Las concentraciones mas altas se han
encontrado en dos cohortes de China (Huang et al., 2017; Wang et al., 2012). En los EE.
UU., las concentraciones mas altas se encontraron en las cohortes CHAMACOS (Valle
de Salinas) y Columbia (Nueva York), mostrandose en esta ultima concentraciones de

metabolitos mas bajas (Harley et al., 2016). En Europa, las concentraciones mas altas
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corresponden a la cohorte Generation R de Rotterdam (Ferguson et al., 2019) y a la

cohorte infantil de Odense (Dinamarca) (Dalsager et al., 2018).

Las concentraciones mas altas encontradas en China pueden indicar un mayor uso de
insecticidas organofosforados en la agricultura u otros entornos, ya sea por la falta de
normativas estrictas o porque estas no se aplican. También puede deberse a un alto nivel
de residuos en alimentos de consumo habitual sin procesar (Shen et al., 2002). Cada afio
se utilizan en Taiwan mas de 18.065 toneladas de plaguicidas, de los cuales el 24 % son

organofosforados (Huang et al., 2017).

En estudios realizados en los EE.UU. se observan diferencias en los niveles de
metabolitos DAPs en las distintas cohortes, lo que puede deberse a las diferentes
poblaciones de estudio. En la cohorte CHAMACOS, los participantes eran trabajadores
agricolas y, por tanto, presentaban exposicion tanto ocupacional como residencial,
ademas de a través de los alimentos. En el caso de la cohorte de Columbia, los
participantes procedian de la poblacion urbana de bajos ingresos, lo que significa que la

exposicion podria haber sido residencial o dietética (Harley et al., 2016).

En Espafia, el uso de plaguicidas organofosforados se ha reducido debido a cambios
legislativos y a la implantacion del control bioldgico para combatir las plagas. A pesar de
ello, la poblacion puede seguir expuesta a estas sustancias, no solo a nivel ocupacional o
paraocupacional, sino también a través de otras vias como el consumo de agua
contaminada, el contacto directo con el medio ambiente o el uso residencial (Lu et al.,
2008; Julien et al., 2008). Dicho esto, las concentraciones de DAPs en orina materna en
las poblaciones europeas (Generacion R) fueron superiores a las del presente estudio. Los
Paises Bajos pueden tener un mayor nivel de exposicion debido al mayor consumo de

fruta o a la mayor aplicacion de plaguicidas en la agricultura (Ferguson et al., 2019).
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6.3 Crecimiento fetal

En general, los resultados de las ecografias seriadas muestran una asociacion entre los
niveles de biomarcadores de exposicion a OPs y piretroides en orina materna con un
aumento de los diferentes parametros ecograficos, independientemente de la edad
gestacional a la que se evaluaron, con excepcion de la LF, que disminuy6 sélo con TCPy
y la CA, que mostraron resultados contradictorios. No obstante, el analisis longitudinal
de medidas repetidas si mostré resultados consistentes con aumento de la CA tanto con
los metabolitos dimetilos como dietilos, aunque no siempre los hallazgos fueron

estadisticamente significativos.

Al comparar los resultados de crecimiento fetal obtenidos mediante ecografias seriadas
durante el embarazo y la antropometria al nacer, sélo tres medidas podrian ser
comparables: PFE y peso al nacer, CC y perimetro cefalico al nacer y LF y talla al nacer,
aunque en este ultimo caso habria que asumir que la LF a lo largo del embarazo y la talla
del neonato estdn muy correlacionadas. Las diferencias mas relevantes se describen a

continuacion y se muestran en la tabla 24.

e Con relacion al peso, los resultados son inconsistentes, pues en todas las
asociaciones significativas (o al borde de la significacion estadistica) observadas
en neonatos fueron con un menor peso al nacer excepto con la exposicion al DEP
>LOD en el tercer trimestre que se asocié con un mayor peso al nacer. Sin
embargo, en el analisis transversal de las ecografias fetales y concentraciones
maternas de DMTP >LOD en el segundo y tercer trimestre de embarazo se

asociaron con mayores PFE a las 20 y 34 semanas de gestacion, respectivamente,
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mientras que en el andlisis longitudinal (modelos GEE) se observaron

asociaciones positivas significativas entre la XDAPs y el PFE.

e En cuanto a la talla del recién nacido, todas las asociaciones observadas
(significativas o al borde de la significacion) fueron con una mayor longitud del
neonato, excepto el para las concentraciones del DETP durante el embarazo
(analisis GEE) que se asocio con un descenso de la talla del recién nacido. En las
ecografias fetales, en el andlisis transversal se observaron asociaciones
significativas entre los niveles de TCPy >LOD en el primer y segundo trimestre
de embarazo con una menor LF en las ecografias realizadas a las 20 y 34 semanas,
respectivamente. En el analisis longitudinal se observo una menor LF asociada
con concentraciones de DETP >LOD, y TCPy >LOD, en este tltimo caso solo en
nifios. Teniendo en cuenta que el clorpirifés es el Gnico insecticida OP que se
metaboliza tanto a DETP como a TCPy, es posible que estas asociaciones se deban

al efecto de este compuesto.

e Con respecto a la CC, la mayoria de las asociaciones (significativas o préximas a
la significacion) observadas en la antropometria al nacer fueron con un descenso
de la misma y tan s6lo el DMTP en el tercer trimestre se asocidé con una mayor
CC. Por el contrario, en las ecografias fetales las asociaciones (significativas o
préximas a la significacidn) se observaron con una mayor CC. A saber, el DMDTP
>LOD en primer trimestre se asocié con aumento de la CC en las ecografias
realizadas a las 12 y 20 semanas. En el analisis longitudinal este metabolito
también se asocio con una mayor CC; y el DMTP >LOD en el segundo trimestre
se asocié con una mayor CC en la ecografia realizada a las 20 semanas. Con

respecto al 3-PBA, aunque se asocid con una mayor CC en el analisis longitudinal,
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en la antropometria al nacer, este metabolito no mostro asociacion con la CC. Las

asociaciones observadas con el DMDTP podrian atribuirse al malation, dimetoato

o fosmet, que son los Unicos insecticidas organofosforados que dan lugar a dicho

metabolito y que estaban autorizados en la UE en la fecha de la toma de muestras

de orina de las mujeres de la cohorte GENEIDA. La exposicion prenatal a TCPy

no mostrd una asociacion significativa con la circunferencia cefélica en las

ecografias fetales mientras que se asocié significativamente con una menor

circunferencia cefalica.

Tabla 24. Consistencia de resultados entre las medidas antropométricas al nacer y las biometrias

fetales en relacion con los biomarcadores de exposicion a plaguicidas

Antropometria al nacer

Ecografias seriadas

Metabolito

Peso
RN

Talla
RN

Circunferencia
cefalica (CC)

Peso fetal
estimado (PFE)

Longitud fetal
(LF)

Circunferencia
cefalica (CC)

1 =DMs (T3)

| Peso

1 DMP (T3)

| Peso

| Talla

1 DEP (T3)

1 Peso

1 DEP (TE)

| Peso

1 DETP (TE)

| Talla

1 =DEs (T3)

1 Talla

1 TCPy (T3)

1 Talla

1 DMTP (T2)

1 PFE (20 sem)

1 CC (20 sem)

1 DMTP (T3)

1CC

1 PFE (20 sem)

1 =DAPs (TE)

L cc

T PFE" (19)

1 DETP

LLF", | LF" ()

1 TCPy (T1)

| CcC

| LF (20 sem)

1 TCPy (T2)

| LF (34 sem)

1 TCPy (TE)

| CcC

LLF" (&)

1 DMDTP (T1)

1 CC (12 y 20 sem)

1 DMDTP

1CC’,1cC(d)

13-PBA

tcc1ec (@)
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*Anélisis longitudinal (modelos GEE)
T1: primer trimestre; T2: 2° trimestre; T2: 3° trimestre, TE: todo el embarazo.
RN: recién nacido; PFE: peso fetal estimado; LF: longitud del fémur; CC: circunferencia cefalica

Hasta hace muy poco tiempo no se han utilizado ecografias seriadas durante el embarazo
para investigar la asociacion entre la exposicion a insecticidas organofosforados y
piretroides y el crecimiento fetal. En la literatura cientifica tan solo se ha encontrado un
estudio similar en cuanto a las medidas de exposicion y efecto en cohortes de nacimiento
realizado en Paises Bajos, en el marco de la cohorte de nacimiento ‘Generation R’
(Ferguson et al., 2019). Este estudio determind s6lo metabolitos DAPs (no TCPy ni 3-
PBA) en muestras de orina recogidas en tres momentos del embarazo como indicadores
de la exposicion y evalu6 la asociacion de sus concentraciones promedio a lo largo del
embarazo con medidas repetidas de biometrias fetales (circunferencia cefélica, longitud
y peso fetal) a mitad (20,4 semanas de gestacion) y final del embarazo (20,4 y 30,4
semanas de gestacion, respectivamente) y con medidas antropométricas en momento del

parto.

Segun Ferguson et al. (2019), un aumento en los niveles urinarios de DAPs a principios
y mitad del embarazo se asocid con una disminucion del peso y talla fetal estimados a
mitad del embarazo, pero no en el momento del parto (antropometria neonatal), siendo
las asociaciones mas fuertes en nifios que en nifias. Las estimaciones del efecto fueron de
mayor magnitud y precision para las concentraciones de DAP medidas al principio del
embarazo, indicativo de que la exposicion en esos momentos precoces del desarrollo
embrionario puede ser una ventana temporal de mayor vulnerabilidad para que la
exposicion a OP afecte el crecimiento fetal. Las diferencias en el crecimiento al principio
del embarazo pueden ser cruciales para la salud en etapas posteriores de la vida. Un

retraso en el crecimiento fetal en el primer trimestre se asocia a un aumento de peso mas
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rapido en la primera infancia (Mook- Kanamori et al., 2010) y a perfiles cardiovasculares

adversos en nifios en edad escolar (Jaddoe et al., 2014).

Los datos e informacion del estudio de Ferguson et al. (2019) se utilizaron posteriormente
en un articulo de revision (Kamai et al., 2019) y en otro que realiz6 un analisis de mezclas
a varios compuestos, incluyendo los DAPs (Van den Dries et al., 2021). Por tanto, el que
tres estudios diferentes publiquen datos sobre DAPs y ecografias fetales seriadas no

indica que haya tres conjuntos de datos diferentes, sino que se refieren al mismo.

6.4 Posibles mecanismos etiologicos implicados

La informacion disponible sobre los posibles mecanismos implicados en la alteracion del
crecimiento fetal tras la exposicion a los metabolitos de plaguicidas OPs y piretroides, y
en general a la de compuestos no persistentes, es limitada. Se ha sugerido que pueden
actuar a través de algunos factores maternos, placentarios y fetales. La dieta materna
durante el embarazo influye en el crecimiento fetal y también es una fuente principal de

exposicion a algunas sustancias quimicas no persistentes (van den Dries et al., 2021).

Segin Kamai et al. (2019), el ambiente materno durante la gestacion es un factor
importante en el crecimiento fetal que puede ser mas importante que la genética. La
exposicion a sustancias quimicas durante el embarazo puede afectar la implantacion, el
crecimiento y la transferencia de nutrientes a través de la placenta, o provocar cambios
en el feto que influyan sobre su crecimiento. Existe evidencia en estudios experimentales
y epidemiologicos de que el estrés oxidativo materno y la inflamacion (muy
interrelacionados entre si) estan asociados con la restriccion del crecimiento fetal, por

interferir la invasion del trofoblasto en el desarrollo placentario. Los insecticidas OPs y
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piretroides se han asociado con la induccion de estrés oxidativo y disfuncion
mitocondrial, asi como con un aumento de la expresion de determinadas citoquinas
proinflamatorias (Shelton et al., 2012). También hay cierta evidencia de que pueden
interferir con la funcidn (neuro)endocrina (Cecchi et al., 2012; Ye and Liu, 2019), lo que
puede dar lugar a efectos especificos en cada sexo. Por otra parte, se han descrito algunos
factores modificadores de efecto, entre ellos polimorfismos genéticos de PON1 y raza de

la madre (Harley et al., 2016), aunque los resultados no siempre son consistentes.

Los efectos adversos sobre el crecimiento fetal y edad gestacional derivados de la
exposicion a dosis bajas de plaguicidas no persistentes durante el embarazo pueden
contrarrestarse por los efectos beneficiosos de la ingesta de frutas. Asi, aunque se ha
descrito una asociacion directa entre metabolitos urinarios de piretroides con la ingesta
materna de frutas, en la misma poblacion se observé una asociacion inversa con el riesgo

de pequefio tamano para la edad gestacional (Xu et al., 2020).

6.5 Limitaciones y fortalezas del presente estudio

El presente estudio también tiene algunas limitaciones, como el hecho de que so6lo se
realiz6 una unica medicion de las concentraciones en orina de los metabolitos de interés
durante el primer y el tercer trimestre del embarazo. El uso de concentraciones en orina
en momentos especificos como medio para evaluar los niveles de plaguicidas no
persistentes, como los organofosforados y los piretroides, puede no representar
plenamente la exposicion durante todo el embarazo. Esto se debe al rapido metabolismo
y excrecion de estos compuestos. Debido a su corta vida media, los niveles en orina

pueden variar a lo largo de cualquier dia u hora y, ademads, presentan una considerable
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variabilidad intraindividual a lo largo del tiempo. El uso de mediciones seriadas durante

cada trimestre del embarazo mejoraria la precision de la evaluacion de la exposicion.

Otra limitacion es que los metabolitos urinarios de los DAPs reflejan no s6lo la exposicion
directa a los compuestos toxicos OP parentales, sino también a metabolitos preformados
en el medio ambiente. Es decir, los compuestos OP parentales pueden descomponerse en
el medio ambiente en DAPs, dando lugar a una exposicion directa a los mismos en lugar
de a OPs. Por lo tanto, atribuir todos los DAPs presentes en orina a la exposicion directa
a OPs sobreestimaria la verdadera exposicion, ya que no se sabe con certeza hasta qué
punto las concentraciones totales de metabolitos DAPs en orina reflejan la exposicion real

a OPs o a los metabolitos DAPs menos toxicos (Quiros-Alcala et al., 2012).

A pesar de estas limitaciones, el uso de los niveles de DAPs en orina como indicadores
de la exposicion a los plaguicidas OP es probablemente la medida mas utilizada de la

exposicion a esta familia de plaguicidas.

Otro punto fuerte del presente estudio es que, al tratarse de una cohorte prospectiva, el
reclutamiento de participantes se llevo a cabo desde el principio del embarazo (una media
de 13 semanas de gestacion). Esto favorecid la recogida de muestras de orina y la
obtencion de datos relevantes para el estudio y permiti6 realizar un seguimiento de las
participantes que abarcé todo el embarazo hasta el parto. Por otro lado, el presente estudio
es el primer estudio longitudinal en Espafia que ha evaluado el efecto de la exposicion a
plaguicidas organofosforados y piretroides sobre el crecimiento fetal evaluado a través de

medidas antropométricas al nacer y biometrias fetales seriadas.

En conclusion, este estudio demuestra que la exposicion prenatal a insecticidas
organofosforados y piretroides podria afectar al crecimiento fetal normal y alterar las

medidas antropométricas al nacer y la edad gestacional, lo que podria ser un indicador
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precoz de alteraciones en los procesos madurativos durante la infancia. Esto, a su vez,
puede tener implicaciones para la salud de los individuos a lo largo de la vida. Ademas,
nuestro estudio pone de relieve el dimorfismo sexual en la vulnerabilidad a los factores
estresantes prenatales. Debido a la escasez de pruebas en el momento de redactar este
informe y a la inconsistencia de los datos disponibles, se insta a realizar mas estudios para
verificar los resultados aqui comunicados o arrojar nueva luz sobre las diferencias

observadas.
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7. CONCLUSIONES

1. Este estudio encontrd niveles bajos de metabolitos de insecticidas
organofosforados y piretroides en orina de 1°y 3° trimestre de embarazo, con
una elevada proporcion de casos con niveles no detectables de 3-PBA y
TCPy. En general, estos niveles fueron mas bajos que los publicados en otros
estudios similares de cohortes de nacimiento realizados tanto en Europa,

EEUU y Asia.

2. Laexposicion prenatal a insecticidas organofosforados y piretroides pueden
alterar las medidas antropométricas al nacer, al haber observado una
disminucion del peso y la talla al nacer (aunque en este ultimo caso los
resultados son algo inconsistentes) y una disminucion de la circunferencia
cefélica, especialmente con el total de DAPs y con el TCPy, lo que sugiere
un posible papel relevante del insecticida organofosforado clorpirifés.
Asimismo, se observo que los niveles detectables de 3-PBA se asociaban con
un acortamiento de la edad gestacional y un mayor riesgo de prematuridad,
especialmente con en el 3° trimestre de embarazo, indicativo de que los

insecticidas piretroides pueden interferir con el desarrollo fetal intrauterino.

3. En cuanto a los pardmetros de biometria fetal, la exposicion prenatal a
insecticidas organofosforados (especialmente los metabolitos dimetilos) se
asocio con un aumento de PFE y CC. Por su parte, los niveles detectables de
TCPy asi como los del metabolito dietilo DETP se asociaron con una
disminucion de la LF. Asimismo, los niveles detectables de 3-PBA se

asociaron con un aumento de la CC. Estos resultados sugieren que la
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exposicion a insecticidas comunmente utilizados (organofosforados y
piretroides) pueden interferir con el crecimiento fetal durante el periodo
gestacional, aunque el posible mecanismo patogenico implicado es dificil de

establecer con la informacion disponible en la actualidad.

4. Al estratificar por sexo, se observaron diferencias significativas en la
antropometria al nacer y los pardmetros biométricos fetales. Los nifios
varones parecen mostrar una mayor afectacion por la exposicion prenatal a
insecticidas organofosforados y piretroides, al mostrar una reduccion de la
tallay CC al nacer con la exposicién a DAPs. Asimismo, los nifios mostraron
una menor LF con la exposicién a TCPy y un aumento de la CC con la
exposicion a niveles detectables de DMDTP (un metabolito dimetilo) y de 3-
PBA. Sin embargo, las nifias mostraron un mayor PFE con los niveles totales
de DAPs. Todo ello sugiere efectos especificos segun el sexo que podria

actuar en cierta medida como modificar de efecto.
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