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INTRODUCCION

1. Infancia y Medio Ambiente

En el transcurso del siglo XX, los fendmenos de industrializacion y
urbanizacion han originado evidentes beneficios para el ser humano, entre ellos el
crecimiento econdmico y la mejora de la salud en muchas regiones del mundo. En
la mayoria de los paises industrializados, las enfermedades infecciosas que
tradicionalmente habian comprometido la salud de los nifios se han controlado de
manera eficaz gracias a la mejora de los tratamientos de potabilizacién del agua y
al control de la calidad de los alimentos (Suk, 2003), entre otros. La mortalidad
infantil también ha descendido drasticamente. Sin embargo, al mismo tiempo, se
han originado nuevos riesgos, como los asociados a la aparicion de nuevas
sustancias quimicas exogenas al organismo humano que contaminan el medio
ambiente y suponen una nueva amenaza para la salud de las personas. Asi, hoy en
dia, aproximadamente una cuarta parte de la carga global de enfermedad puede ser
atribuida a factores ambientales (Smith et al., 1999; Priiss-Ustlin y Corvalan,
2007) y, segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), los nifios menores de
5 afios representarian mas del 40% de dicha carga (World Health Organization -
WHO-, 2002a). Ademas, la incidencia de patologias como el asma, el cancer, las
dificultades en el aprendizaje y las malformaciones congénitas estd aumentando
en la poblacidn infantil de Europa Occidental (Landrigan et al., 1998; Simoni et

al., 2005), de forma paralela al desarrollo econdmico.

La salud infantil puede verse afectada por la exposicion a diferentes
compuestos quimicos téxicos, bien de origen natural o antropogénico, presentes
en el aire, agua, suelo y en los alimentos. Anualmente se producen a nivel mundial
y en grandes cantidades méas de 15.000 compuestos quimicos que tienen una gran
capacidad de diseminacion en el medio ambiente, casi todos ellos generados en

los Gltimos 50 afios (Landrigan et al., 1998). Para la mayoria de estos compuestos



quimicos todavia se desconoce su posible efecto toxico en el feto y en los nifios
(US Environmental Protection Agency -USEPA-, 1998). La exposicion infantil a
estos compuestos quimicos ha contribuido a un cambio en el patrén de las
patologias pediatricas y, especialmente, al incremento en la incidencia de
determinadas enfermedades cronicas. A pesar de que la mayoria de los procesos
deterministicos que dan origen a estas patologias son multifactoriales, cada vez
existe mayor evidencia de que estan muy influidas por factores ambientales. Asi,
se ha demostrado que las exposiciones prenatales y postnatales a contaminantes
atmosféricos, metales, compuestos orgéanicos persistentes (COPs) o ruido se
asocian con un desarrollo anormal de las funciones neuroconductual, inmunitaria
y sexual (Bellinger, 2004; Schwartz, 2004; Niemann et al., 2005). La dieta
materna, la lactancia y la nutricion infantil juegan un papel relevante como fuente
de exposicién a contaminantes, pero también como fuente de elementos

protectores para la salud (Hadders-Algra et al., 2007; Koletzko et al., 2008).

Desde el momento de la concepcion del ser humano los contaminantes
quimicos del medio ambiente pueden afectar al desarrollo fetal y determinar la
estructuracion de los sistemas y su funcion. Este impacto no termina con el
nacimiento, no s6lo para los sistemas no estructurados al nacer, tales como el
sistema neuroldgico, el inmunitario o el sexual, sino también para sistemas
estructurados cuyo crecimiento puede verse modificado por las exposiciones
ambientales, como es el caso de la funcidén respiratoria (Ramon et al., 2005). La
experiencia en modelos animales o en situaciones accidentales de exposicion
aguda es lo suficientemente concluyente como para sugerir que el efecto es mucho
mas marcado si la exposicion ha ocurrido en las primeras etapas del desarrollo. El
rango de alteraciones del desarrollo es muy amplio, al igual que el nimero y
variedad de exposiciones que pueden afectar al crecimiento y desarrollo fisico,
intelectual, emocional y social del nifio. Estas alteraciones se pueden manifestar a

través de retraso en el crecimiento, déficits funcionales (neuroconductuales,



inmunologicos, reproductivos) y mayor riesgo de desarrollar enfermedades
cronicas en la vida adulta como diabetes, enfermedad cardiovascular o cancer

(WHO y European Environment Agency, 2002).

Recientemente la Unién Europea (UE) ha puesto en marcha una estrategia
para reducir las enfermedades relacionadas con factores ambientales, con especial
atencion a los grupos mas vulnerables de la sociedad y, en particular, a la infancia
(http://europa.eu.int/comm/environment/health/straten.htm). La nueva estrategia
de medio ambiente y salud, que tiene por objeto integrar la informacion sobre el
estado del medio ambiente, el ecosistema y la salud humana, ha sefialado tres
aspectos que deberian ser considerados a la hora de poner en marcha cualquier
programa de vigilancia en salud ambiental: i) el efecto combinado de los factores
ambientales, de diferente indole y naturaleza, ii) la transferencia de contaminantes
de un sector del medioambiente a otro y iii) las exposiciones que tienen lugar a
largo plazo. El objetivo global de la estrategia es reducir las enfermedades
causadas por los factores medioambientales en Europa. Para lograr dicho objetivo
se reconoce la necesidad de ampliar los conocimientos sobre los problemas
sanitarios vinculados con la degradacion del medio ambiente, con el fin de
prevenir las nuevas amenazas para la salud derivadas de la contaminacion
ambiental. La estrategia recibe la denominacion de SCALE, correspondiente al
acronimo en inglés de los cinco elementos clave en los que descansa (Science,
Children, Awareness, Legal instrument, Evaluation). Para su primer ciclo de
actuacion, correspondiente al periodo 2004-2010, la estrategia SCALE presta
especial atencién a cuatro efectos sobre la salud:

a. Enfermedades respiratorias infantiles, el asma y las alergias.
b. Trastornos del desarrollo neurolégico.
c. Cancer infantil.

d. Efectos de disrupcion endocrina.


http://europa.eu.int/comm/environment/health/straten.htm

Un objetivo prioritario de la estrategia europea es reforzar los sistemas de
vigilancia del medioambiente y la salud desarrollando proyectos piloto centrados
en agentes ambientales, como son algunos grupos de compuestos quimicos, de los
que se tiene una informacion especialmente importante, como las dioxinas, los
metales pesados y los disruptores endocrinos, entre otros, e implementando
programas de reduccion de la exposicion en casos de particular relevancia, como
es el caso de los contaminantes atmosféricos, los metales pesados y los campos

electromagnéticos.

El Instituto de Salud Carlos I1l con el Fondo de Investigacién Sanitaria de
la Subdireccion General de Investigacion Sanitaria, dependiente del Ministerio de
Sanidad y Consumo, cred un conjunto de Redes Tematicas de Investigacion
Cooperativa. La Red “Infancia y Medio Ambiente” (Red INMA) es una de ellas y
tiene como tematica especifica de investigacion las “Exposiciones pre- Yy
postnatales a contaminantes ambientales, dieta, crecimiento fetal y desarrollo
neuro-inmuno-endocrino”. La formacion de esta Red fue impulsada por la
mencionada estrategia SCALE de la UE, segun las indicaciones de la OMS y en
cumplimiento del Convenio de Estocolmo. La Red INMA se constituyd en 2003
para estudiar los efectos del medio ambiente y la dieta en el desarrollo fetal e
infantil en diversas zonas geogréficas en Espafia (Ramon et al., 2005; Ribas-Fit6
et al., 2006a). La Red esta formada por siete cohortes, cuatro creadas de novo
(cohortes de Valencia, Sabadell, Asturias y Pais Vasco) y tres preexistentes
(cohortes de Ribera d’Ebre, Menorca y Granada) que estan llevando a cabo el

seguimiento de aproximadamente 4.000 mujeres embarazadas y sus hijos (Tabla 1.1).



Poblacion Afo de inclusién N

Cohortes antiguas

Ribera d’Ebre 1997-1999 100
Menorca 1997-1998 480
Granada 2000-2002 700 (varones)

Cohortes de novo

Valencia 2003-2005 856
Sabadell 2004-2006 652
Asturias 2004-2006 500
Pais Vasco 2006-2007 603

La Red tiene como objetivos principales el estudio del efecto de los
compuestos organoclorados y el mercurio sobre el neurodesarrollo del nifio, los
efectos de la contaminacion atmosférica en el desarrollo fetal, las alergias y el
asma, y la interaccion entre los contaminantes y la dieta materna, con especial
atencion a nutrientes antioxidantes, acidos grasos esenciales, acido félico y yodo

en el desarrollo fetal e infantil.

En el afio 2000 comenz6 en el Hospital Universitario San Cecilio de
Granada el reclutamiento de una cohorte de mujeres embarazadas, con el objeto
de estudiar los efectos a corto y largo plazo de la exposicion perinatal a
xenohormonas -contaminantes quimicos con actividad hormonal- bajo los
auspicios de la UE (Proyecto del 5° Programa Marco: Environmental
Reproductive Health). Se reclutaron 700 mujeres que dieron a luz hijos varones,
entre los que se ha estudiado la prevalencia de malformaciones del tracto genito-

urinario (criptorquidia e hipospadias) al nacimiento, demostrandose la existencia



de una relacion entre la exposicion cronica de la madre a los disruptores
endocrinos y la frecuencia de criptorquidia en la descendencia (Fernandez et al.,
2007a). Esta cohorte se integro posteriormente en la Red INMA para responder a

los objetivos de la misma.

La cohorte de madres e hijos INMA-Granada ha proporcionado, entre
otros, informacion muy util sobre la exposicién materno-infantil a compuestos
quimicos con actividad hormonal (Jiménez et al., 2006; Lopez-Espinosa et al.,
2007 y 2008). Los estudios que ya se han realizado han servido para poner de
manifiesto la importancia de la exposicién materna y las diferencias regionales
existentes con otros paises europeos (Campoy et al., 2001; Cerrillo et al., 2005).
Ademas, la aplicacion adicional de marcadores de exposicion estd siendo de
utilidad en la caracterizacion de las interacciones entre compuestos quimicos y el
efecto hormonal resultante (Fernandez et al., 2007b y 2008; Ldpez-Espinosa et
al., 2009).

Transcurridos 4 afios desde el nacimiento, entre 2005 y 2006, se realizé el
primer seguimiento de la cohorte de nifios INMA-Granada (véase Tabla 1.2), con
el objeto de estudiar otras exposiciones ambientales, asi como el posible efecto de
las exposiciones pre- y postnatales en el desarrollo y crecimiento infantil.



Periodo postnatal

GRANADA
Nacimiento 1 afio 4 afos
Crecimiento fetal
Desarrollo sexual Exploracion fisica
g Crecimiento postnatal Exploracién fisica Exploracion fisica
(8}
»S-j Desarrollo neurolégico Test McCarthy
Inmunidad
Hormonas tiroideas Screening TSH
Medicién Cuestionario y
*
NO, y COVs ambiental medicion ambiental
Trihalometanos* Cyg§tlonarlp y
medicién ambiental
o HAPs 1-h|drOX|.p|reno en
)] orina
S Placenta y sangre
'c Organoclorados / DE y sang
i de corddn
o
2 Plomo, arseénico
w
Metilmercurio Pelo
Ocupacion madre Cuestionario
Dieta Cuestionario

*Mediciones ambientales; TSH: hormona tirotropica; COVs: compuestos organicos volatiles;
HAPs: hidrocarburos aromaticos policiclicos; DE: disruptores endocrinos.



2. Vulnerabilidad infantil a los contaminantes ambientales

Cada vez es mayor la evidencia de que las experiencias y exposiciones
durante la vida fetal, neonatal e infantil pueden tener efectos a largo plazo, incluso
en la vida adulta. Ya en el afio 1992, David Barker y colaboradores llegaron a la
conclusién de que algunas enfermedades cronicas del adulto se programan

bioldgicamente en la etapa intrauterina y principio de la lactancia.

Los hallazgos de estudios epidemioldgicos y toxicoldgicos han puesto en
evidencia que el riesgo de efectos adversos por exposiciones ambientales no solo
depende de la dosis y el potencial toxico del contaminante, sino también de que la
exposicién ocurra en periodos criticos del desarrollo (Selevan et al., 2000), lo que
se ha llamado ventanas de susceptibilidad particular. Resultados de estudios
epidemioldgicos muestran que los fetos y los nifios son mas susceptibles al efecto
toxico de contaminantes como, por ejemplo, las particulas en suspension,
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), compuestos orgéanicos volatiles
(COVs), compuestos clorados, nitratos y metales (Ribas-Fito et al., 2006b; Kim et
al., 2008; Lederman et al., 2008; Perera, 2008; Wigle et al., 2008), y el humo de
tabaco (Rauh et al., 2004), entre otros.

Los sistemas bioldgicos de los nifios tienen unas caracteristicas Unicas y
diferentes en cada una de las etapas de su desarrollo (Cohen et al., 2008). Desde la
primera infancia hasta la pubertad se producen cambios en el tamafio, estructura y
funcién de su organismo, haciéndolos especialmente vulnerables a los
contaminantes ambientales. Pero esta susceptibilidad especial también se debe a
que, durante la gestacion, la infancia y la adolescencia, una gran variedad de
factores sociales y psicosociales influyen en la exposicion a contaminantes, asi
como en los efectos en salud derivados de dicha exposicion. Los procesos de
crecimiento y desarrollo se producen a un ritmo particularmente relevante en el caso

de los sistemas nervioso, endocrino, reproductivo e inmune (Bruckner, 2000). El

10



crecimiento celular es especialmente rapido en la etapa embrionaria, siendo mas
probable que los contaminantes ambientales den origen a mutaciones y anomalias
congeénitas en esta etapa. Las rutas metabolicas en los nifios, especialmente en los
primeros meses de vida, son fisiolégicamente inmaduras, con lo que la capacidad
de detoxificacion y excrecidon de compuestos quimicos exdgenos al organismo es
inferior a aquélla en adultos. Ademas, los nifios estdn proporcionalmente mas
expuestos que los adultos a los contaminantes ambientales: los nifios beben mas
agua, ingieren mas alimentos e inhalan mas aire en relacion a su peso corporal.
Por otra parte, la esperanza de vida de un nifio es mucho mayor que la de un
adulto, lo que se traduce en mas tiempo potencial para el desarrollo de
enfermedades crénicas con largos periodos de latencia, tales como la leucemia o
el cancer de piel, presumiblemente iniciadas por exposiciones ambientales
tempranas o determinadas por exposiciones continuadas en el tiempo (National
Academy of Sciences, 1993; Moya et al., 2004).

Todo ser humano, ya sea nifio o adulto, tiene aproximadamente una carga
de 300 6 mas residuos quimicos en su organismo. El hecho de que un compuesto
quimico se bioacumule se debe a la incapacidad del organismo de metabolizarlo y
eliminarlo. Y a su vez, esto es debido esencialmente a que, para muchos de los
contaminantes ambientales, nuestro organismo carece de enzimas capaces de
“romper” su estructura molecular, de manera que tienden a acumularse en el
organismo, pudiendo ser transferidos al feto o al nifio a través de la placenta y la
leche materna, en ocasiones en concentraciones elevadas. Para algunos
contaminantes como las dioxinas y los policlorobifenilos (PCBs) se sabe que la
concentracion que tiene hoy en dia una parte de la poblacion es suficiente para causar
efectos adversos en la descendencia (Sauer et al., 1994; Jacobson y Jacobson, 1996;
Vreugdenhil et al., 2002). En el caso del mercurio, la exposicion materna a bajas dosis
durante la gestacion se ha visto asociada con deéficits neuroldgicos en la infancia (Oken
etal., 2005 y 2008).
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El crecimiento fetal viene determinado tanto por la composicion de la dieta
materna como por la integridad de los procesos fisioldgicos necesarios para que se
produzca la transferencia de nutrientes y oxigeno al feto en desarrollo (Prada y
Tsang, 1998). Estos componentes pueden verse alterados por patologias maternas
(diabetes, hipertension, etc.), por dietas deficitarias, por exposiciones a
compuestos téxicos (tabaco, alcohol, drogas, medicamentos) y por exposicion a
contaminantes ambientales del aire (Lacasafa et al., 2003), del agua (Wright et
al., 2003) y de los alimentos, como los COPs (Hertz-Picciotto et al., 2008). La
exposicién materna a contaminantes ambientales previa a la concepcion también
puede condicionar de manera importante la salud de la descendencia, debido a que
los residuos quimicos pueden acumularse en los tejidos maternos y ser
movilizados durante el embarazo afectando al desarrollo del feto y el nifio. La
placenta en algunos casos actla como barrera, pero en el caso de compuestos de
bajo peso molecular, como el mondxido de carbono, o compuestos lipofilicos
como los HAPs o los pesticidas organoclorados, la placenta no impide su
transferencia al feto (LOpez-Espinosa et al., 2007 y 2008). Otros ejemplos
significativos de compuestos que atraviesan la placenta y ponen en peligro la
salud del feto son los componentes del humo de tabaco ambiental (Olds, 1997).

La exposicion paterna también puede tener efectos adversos en la
descendencia. Por ejemplo, se han encontrado asociaciones entre el habito
tabaquico paterno y la aparicién de procesos mutagénicos asociados a un mayor
riesgo de céancer en los hijos varones (Ji et al., 1997). También se han descrito
asociaciones entre la exposicion laboral del padre a diferentes compuestos
quimicos y mayor riesgo de aborto espontaneo, muerte fetal o malformaciones
congénitas (Savitz, 1989; Brender, 1990).

Durante los primeros meses y afios de vida, los 6rganos y tejidos del recién

nacido, incluyendo sistema nervioso, inmunitario y Organos reproductivos,
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continlan desarrollandose con rapidez, por lo que este delicado proceso de
desarrollo puede verse facil e irreversiblemente alterado por la exposicion a
contaminantes ambientales en la etapa neonatal (Perera et al., 2003) o en la
infancia (Berkopwitz et al., 2001). El periodo neonatal se caracteriza por la alta
permeabilidad del tracto gastrointestinal. En este periodo, los contaminantes son
incorporados principalmente por la ingesta de la leche materna o los preparados
alimenticios infantiles, o a través del contacto dérmico. Asi, por ejemplo, los nifios
alimentados con preparados comerciales consumen aproximadamente 150 ml
agua/kg/dia, lo que podria explicar los altos niveles de plomo en sangre debidos al
consumo agua encontrados en un estudio llevado a cabo en Estados Unidos
(Gittermann y Bearer, 2001).

Tras el nacimiento, el tracto respiratorio pasa a ser otra ruta potencial para
la absorcion de toxicos, como el humo de tabaco ambiental. Durante los tres
primeros afios de vida, los nifios poseen una mayor tasa de respiracion y un mayor
consumo de calorias por kg de peso corporal, en comparacion con los adultos,
debido al elevado ritmo metabdlico. Esto explica que los nifios sean mas
vulnerables a la exposicion a contaminantes por inhalacion e ingestion (Berlin et
al., 2002; Schwartz, 2004). Por ejemplo, los nifios lactantes estan relativamente
mas expuestos a PCBs y otros toxicos liposolubles durante este periodo (Berlin et
al., 2002). La conducta exploratoria oral del nifio, su menor estatura y el hecho de
jugar cerca del suelo contribuyen también a una mayor exposicion por inhalacién
e ingestion a contaminantes presentes en el polvo y el suelo, ademés de los
contaminantes presentes en las capas de aire mas cercanas al suelo, como algunos
pesticidas volatiles. La dieta también puede ser una fuente importante de
exposicion a contaminantes durante los primeros afios de vida. EI hecho de que
los nifios tengan una mayor tasa de consumo de calorias por kg de masa corporal
que los adultos implica que la dosis de ingesta a cualquier contaminante contenido

en el alimento sea mayor. Pero, ademas, la dieta de un nifio es cualitativamente
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diferente y menos variada que la de un adulto, siendo mayor en frutas, verduras y
productos l&cteos, lo que influye en la ingesta relativa de compuestos

contaminantes.

Una vez transcurridos los primeros afios de vida, durante la edad
preescolar y escolar del nifio, éste explora nuevos ambientes y, en consecuencia,
se expone a nuevas fuentes de contaminacion. En el colegio, por ejemplo, el nifio
entra en contacto con nuevos contaminantes, entre ellos, contaminantes del aire
interior, alérgenos y agentes infecciosos. La exposicion a contaminantes en el
exterior puede ser también importante dependiendo del lugar de residencia y del
tiempo que el nifio permanece al aire libre. El tr&fico constituye un riesgo
adicional y la exposicién a contaminantes emitidos por los vehiculos a motor
puede tener lugar tanto en ambientes exteriores como en el interior de los

vehiculos.

2.1. Factores econdmicos, sociales y psicoldgicos

Como se ha indicado, la exposicion y susceptibilidad infantil a los
contaminantes ambientales varia entre las distintas etapas del desarrollo:
preconcepcion, etapa embrionaria, periodo fetal, periodo neonatal, tres primeros
afios de vida, edad preescolar y escolar, y adolescencia. Las caracteristicas
bioldgicas y psicosociales de las distintas etapas del desarrollo derivan en una
serie de aspectos que deben ser bien conocidos para evaluar adecuadamente el

riesgo en salud y aplicar medidas preventivas (Gitterman y Bearer, 2001).

La susceptibilidad infantil a los contaminantes ambientales esta también
determinada por una variedad de factores externos que, a pequefia y gran escala,
influyen en la exposicion fetal e infantil y, por lo tanto, pueden condicionar su
salud. Uno de los factores principales es el estatus econdmico y social en el que el

nifio se desenvuelve. En todos los paises, los problemas ambientales tienden a
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afectar més acusadamente a las personas mas desfavorecidas econdémica y
socialmente. Asi, los nifios que crecen en familias con bajo nivel de ingresos o
bajo nivel de estudios tienen un mayor riesgo de exposicion a contaminantes
como el plomo (Bernard y McGeehin, 2003), el humo de tabaco (Lund y
Helgason, 2005), los alérgenos (Cohn et al., 2006) o los contaminantes
atmosféricos (Chaix et al., 2006). La interaccién de éstos y otros factores, tales
como el lugar de residencia, género, origen étnico, asi como la actitud y conducta
de padres, profesores y familiares puede condicionar las multiples exposiciones y
riesgos a los que los nifios pueden estar sometidos (Spencer, 2000). Ademas,
habria que tener en cuenta factores como la percepcion del riesgo, exposicion a
alcohol y a tabaco, el acceso a la informacion, acceso a la atencion sanitaria y el
papel de factores protectores como la dieta. Asi, por ejemplo, la misma
concentracion de un determinado contaminante puede ser para un nifio mucho mas
dafiina que para otro, en funcion del efecto protector del ambiente doméstico

durante los primeros afios de vida (Walkowiak et al., 2001).

El modo en que los factores sociales pueden influir sobre las exposiciones
y riesgos ambientales difiere en muchos aspectos de los adultos. Hay ambientes
especificos que caracterizan la vida de un nifio y que representan el contexto
dentro del cual los determinantes sociales y bioldgicos juegan su papel. Se trata,
principalmente, de la familia y el colegio. Otros determinantes, a mayor escala,
como el mercado y los medios de comunicacion también influyen en la vida de los
nifios de una manera particular mediante el establecimiento de normas,
informacion, distribucion de ingresos, oportunidades de educacién, lugar de
residencia, consumismo, estilo de vida y, en dltimo lugar, comportamientos

relacionados con la salud y exposicién a riesgos ambientales.
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3. Evidencia epidemioldgica

Los estudios de epidemiologia ambiental que se han llevado a cabo desde
la década de los 70 han demostrado la existencia de asociaciones entre
exposiciones ambientales pre- y postnatales y efectos adversos en la salud durante
la gestacion, la infancia y la vida adulta. Los estudios toxicoldgicos permiten
evaluar la plausibilidad biologica de las relaciones observadas, siendo el principal
apoyo para el estudio de las relaciones causa-efecto en humanos, pero la
investigacion epidemioldgica aporta muchas de las claves e hipotesis sobre las
posibles causas de las patologias observadas en humanos. No obstante, en los
estudios epidemiolégicos que abordan estas patologias, se necesita de forma
apremiante una evaluacion mucho mas precisa de la exposicion humana, ya que el
fracaso habitual cuando se trata de establecer asociaciones entre exposicion y

efecto es consecuencia de una deficiente valoracion de la exposicion.

Existe una evidencia concluyente del efecto adverso en la salud del feto

y/o del nifio para los siguientes contaminantes ambientales (Wigle et al., 2008):

Exposicion prenatal
o Metilmercurio: se ha observado retraso en el desarrollo cognitivo, motor,

auditivo y visual en poblacion expuesta a elevadas concentraciones.

e PCBs: se ha encontrado déficit cognitivo y motor por exposicion a altas

concentraciones.

e« Humo del tabaco: produce efectos adversos al nacimiento tales como

retraso del crecimiento intrauterino, parto prematuro y bajo peso al nacer.

Exposicion postnatal

e Plomo: la exposicion a bajas dosis puede causar déficit cognitivo y dafios

en el tubulo renal.
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« Metilmercurio: la exposicion a altas concentraciones se ha visto asociada

con déficit visual.
« Dioxinas: pueden ser causa de cloracné.

o Contaminantes del aire interior, principalmente el humo de tabaco
ambiental: se han asociado con desarrollo y agudizacion del asma,
infecciones pulmonares, infecciones en el oido medio y cancer de pulmon

en la edad adulta.

« Contaminantes del aire exterior: asociados a la agudizacién del asma.

Para algunos de los contaminantes ambientales para los que se ha
demostrado un riesgo para la salud, como el metilmercurio y los PCBs, la
evidencia se apoya en estudios epidemioldgicos de poblaciones altamente
expuestas. Sin embargo, para otros como el plomo y el humo de tabaco, se han
observado efectos adversos a niveles de exposicion relativamente bajos. Por
ejemplo, se han establecido relaciones dosis-respuesta entre déficit cognitivo y
concentraciones de plomo en sangre inferiores a 10 pg/l, concentracion
actualmente considerada como “nivel de alerta” por el Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) de Estados Unidos (Schnaas et al., 2006). Esto
sugiere que para el plomo no existe una concentracion umbral para el efecto
neurotoxico en nifios. En el caso de metilmercurio, estudios recientes sefialan
igualmente que no existe una concentracion de exposicion infantil por debajo de

la cual no exista riesgo de efecto neurotdxico (Axelrad et al., 2007).

Es por tanto bien conocido que la exposicion prenatal o infantil a plomo,
metilmercurio y PCBs produce un efecto neurotoxico mas severo, en comparacion
con la misma exposicion en adultos; sin embargo, es limitado el conocimiento
acerca del papel que juegan en el desarrollo y la salud infantil las exposiciones
tempranas a bajas dosis de otros contaminantes ambientales. Ademas, muchas de

las relaciones observadas entre exposiciones ambientales a bajas concentraciones
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y efectos en la salud infantil se apoyan en evidencias epidemioldgicas limitadas
(Wigle et al., 2008). También es importante destacar la necesidad de identificar
los efectos potenciales en salud, no solo de las exposiciones a contaminantes
individuales, sino también de las exposiciones a mdaltiples compuestos.
Actualmente, son muy pocos los estudios epidemioldgicos sobre la salud y el
desarrollo infantil que han evaluado el efecto potencial de la interaccion entre dos
0 mas contaminantes (Mielzynska et al., 2006; Bellinger, 2007; Pohl y Abadin,
2008).

Muchos estudios han evaluado el impacto de la contaminacion sobre la
poblacion general, pero pocos se han centrado en el feto o el recién nacido.
Ademas, la informacion utilizada habitualmente para evaluar tanto la exposicion
como sus efectos en salud suele obtenerse a partir de registros o datos
secundarios, y pocas veces se dispone de datos individuales, especialmente
mediante el uso biomarcadores. Ademas, a pesar del intenso trabajo desarrollado
en las ultimas décadas, aun existe una importante incertidumbre y controversia en
cuanto a los efectos, mecanismos de accion, toxicocinética, toxicodindmica y
nivel de exposicion de la poblacion infantil a contaminantes ambientales, o
identificacion de los niveles umbrales de efecto, entre otros aspectos. Evaluar la
asociacion entre las exposiciones ambientales y los trastornos del desarrollo

infantil es, por tanto, un reto complejo que debe abordarse sin demora.

4. Estudios de cohortes

El disefio epidemiol6gico de cohortes es particularmente atractivo para su
uso en estudios de salud y enfermedad en periodos prolongados de tiempo,

especialmente en nifios.

Clasicamente, un estudio de cohorte puede ser clasificado como

prospectivo, en el cual la exposicion puede haber tenido lugar antes de iniciarse el
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estudio y el efecto aun no ha ocurrido; o retrospectivo, en el que tanto la
exposicion como el efecto ocurrieron antes del inicio del estudio. Una de las
mayores ventajas de los estudios de cohortes sobre otros disefios de investigacion
en epidemiologia es la capacidad de proporcionar una medida mas adecuada de la
exposicion individual en los sujetos a estudio. Para ello se han utilizado diferentes
procedimientos, desde el uso de cuestionarios hasta el empleo de biomarcadores
de exposicion. Si el estudio es prospectivo, se reducen al minimo los sesgos en la
identificacion de la exposicion. Ademas, se pueden examinar multiples efectos,
esclarecer la relacion temporal entre exposicion y enfermedad y determinar de
manera directa la incidencia de la enfermedad o el efecto en el grupo de expuestos
y no expuestos. No obstante, los estudios de cohortes también presentan
inconvenientes: pueden ser costosos si hay que planificar seguimientos a largo
plazo (prospectivos) o si requieren registros adecuados (retrospectivos); ademas,
la validez de los resultados puede verse afectada por el abandono en la

participacion de los sujetos.

5. Biomarcadores de exposicidn, efecto y susceptibilidad

Segun se recoge en el primer “Informe sobre Exposicién de la Poblacion
General a Sustancias Quimicas” elaborado por el CDC de los Estados Unidos, la
monitorizacién de los niveles de exposicion a contaminantes quimicos en la
poblacién es un paso imprescindible para reforzar la investigacién sobre la
evaluacion de los riesgos en salud. En 2004, la Comision Europea y la OMS
propusieron la conjuncién de esfuerzos para construir sistemas de informacion
que integren medioambiente y salud, incluir investigacion en este campo en los
programas marcos de investigacion de la UE y para el desarrollo de un programa
de biomonitorizacion de los niveles de posibles exposiciones ambientales en
poblacion de Europa. La biomonitorizacion en humanos no solo es un instrumento

eficaz para investigar la exposicion a contaminantes ambientales y sus efectos
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potenciales sobre la salud humana, sino que también se ha convertido en un
elemento esencial en la estrategia de integrar salud y medioambiente. La
biomonitorizacién integra la contribucion de las distintas vias de exposicion y
considera las diferencias entre individuos con respecto a la captacion del
contaminante ambiental. Cuando la monitorizacién directa no es sencilla, los
biomarcadores son sustitutos Utiles, siempre y cuando en su eleccion se haya

tenido en cuenta su relevancia bioldgica, metodoldgica y social.

El término biomarcador se usa para describir pruebas de distintos tipos
(fisicas, quimicas, radiolégicas o inmunolégicas) aplicadas a individuos o
muestras bioldgicas (sangre, orina, pelo o tejidos) con el objetivo de estimar el
grado en que un individuo ha estado expuesto a un agente de interés, presenta
efectos biologicos detectables, posee una mayor susceptibilidad de padecer una
patologia determinada o ha contraido ya una enfermedad no detectable. Se pueden
distinguir 4 tipos de marcadores bioldgicos (Perera et al., 1996):

1. Marcadores de dosis interna: indican los niveles de una sustancia quimica
0 de sus metabolitos en células, tejidos o fluidos corporales. Ejemplos de
estos marcadores son la concentracion de COPs en tejido adiposo o de
mercurio en pelo. Estos marcadores tienen la ventaja de ser relativamente
faciles de monitorizar, permitiendo demostrar que se ha producido una
exposicién y, por lo tanto, la entrada del compuesto en el organismo y, en
algunos casos, la activacion del mismo; pero no informan sobre la

interaccion con las células diana.

2. Marcadores de dosis biol6gicamente efectiva: reflejan la cantidad de una
sustancia que ha interaccionado con macromoléculas celulares (como por
ejemplo ADN, ARN o proteinas). Ejemplos de estos marcadores es la
medida de los aductos de ADN-carcindgeno y de proteinas-carcindgeno.

Por ejemplo, la exposicién a contaminacion atmosférica, a HAPs y a
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tabaco se ha asociado con la formacion de aductos de ADN-HAP y con el
posterior desarrollo de cancer de pulmon.

3. Marcadores de efectos bioldgicos precoces o0 de respuesta como resultado
de un efecto toxico, como son las aberraciones cromosomicas o los
micronlcleos. En general, estos marcadores no son especificos de
determinadas exposiciones, por lo que es conveniente la obtencion de
informacion sobre otros factores de riesgo (de estilos de vida y
ambientales) que pudieran ser confusores en estudios de epidemiologia

molecular.

4. Marcadores de susceptibilidad genética: esta caracteristica puede ser
consecuencia de factores genéticos heredados o adquiridos, e incluyen la
presencia de mutaciones y polimorfismos en genes especificos, como por
ejemplo, genes implicados en la proliferacion celular, la reparacién del
ADN, rutas metabolicas de detoxificacion y eliminacion de

contaminantes, entre otros.

Desde los afios 90, algunos paises estan desarrollando programas de
vigilancia o biomonitorizacién para conocer la exposicion a contaminantes
ambientales en poblacion general utilizando para ello biomarcadores. Los
programas NHANES (National Health and Nutrition Examination Survey)
(NCHS, 2007), en Estados Unidos, y la Encuesta Ambiental Alemana (The
German Environmental Survey -GerES-) (Seifert et al., 2000) pueden considerarse

ejemplos paradigmaticos de este tipo de actuaciones.

Brevemente, el programa NHANES esta disefiado para recoger datos sobre
el estado de salud y nutricional de la poblacion general mayor de 6 afios de los
Estados Unidos de Norteamérica, incluyendo la recogida de muestras bioldgicas
gue se analizan en el CDC (NCHS, 2007). La recogida de muestras bioldgicas

(sangre y orina) permite la obtencion de datos de exposicién a contaminantes
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ambientales. Uno de los principales objetivos del NHANES es recabar
informacion que pueda ser utilizada, tanto por investigadores como por
profesionales sanitarios, para investigar y prevenir los riesgos que pudieran

derivarse de la exposicién a distintos contaminantes ambientales.

Por su parte, la Encuesta Ambiental Alemana (GerES) es un estudio
poblacional a gran escala realizado principalmente en poblacién adulta. Para nifios
de 6 a 14 afios existen datos de la encuesta de 1990/92 y, mas recientemente, de la
primera encuesta centrada en poblacion infantil (GerES 1V) (Kolossa-Gehring et
al., 2007). El objetivo principal de este programa es analizar y documentar el
grado, la distribucion y los determinantes de la exposicion a contaminantes
ambientales en poblacion general alemana, utilizando para ello varias
herramientas: cuestionarios, entrevistas, muestras bioldgicas y muestreos en
ambientes exteriores e interiores. Ademas de proporcionar informacion sobre la
distribucion y los determinantes de la exposicion a contaminantes ambientales de
la poblacién infantil alemana, el GerES IV pretende valorar la influencia de la
exposicion ambiental sobre la salud de esta poblacion (Kolossa-Gehring et al.,
2007).

Otros paises también han desarrollado programas para el estudio del grado
de exposicion de sus poblaciones a una serie de contaminantes ambientales,
utilizando diferentes tipos de muestras bioldgicas y de disefios. Los
biomarcadores utilizados en la mayoria de ellos son los denominados de dosis

interna (www.invs.sante.fr/ publications /2008/biosurveillance/index.html).
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6. Exposicion infantil a contaminantes del agua: Subproductos de cloracion

El agua de consumo puede contener una variedad de contaminantes a los
que el ser humano estd expuesto a través de su ingesta, pero también por
absorcion dérmica e inhalacion. Estos contaminantes pueden proceder de vertidos
municipales e industriales, escorrentia superficial (tanto urbana como rural),
materiales geoldgicos, materiales usados en los sistemas de distribucién del agua
de consumo Yy el propio proceso de potabilizacion del agua. Los contaminantes del
agua para los que existe evidencia epidemioldgica de causar un efecto adverso en
la salud humana son, principalmente, aluminio, arsénico, subproductos de la
desinfeccion, plomo, pesticidas, COPs y raddn (Calderdn, 2000). Entre ellos, los
subproductos de la cloracion (SPC) han suscitado un creciente interés en los

ultimos afios desde la perspectiva de la salud publica.

La desinfeccion del agua mediante cloracién es una practica muy habitual
que puede llevar a la formacion de subproductos potencialmente dafiinos para la
salud. Los SPC se forman como resultado de las reacciones entre la materia
organica, los iones bromuro del agua y el cloro utilizado en el proceso de
desinfeccion. Los SPC mas importantes son los trihalometanos (THM), &cidos
haloacéticos, haloacetonitrilos y cloraminas. Los THM incluyen cuatro especies:
cloroformo, bromodiclorometano (BDCM), dibromoclorometano (DBCM) y
bromoformo. El cloroformo es el THM mas frecuente; sin embargo, dependiendo
del contenido en bromo del agua antes de ser tratada, la concentracion de
bromoformo puede superar a la de cloroformo (Westerhoff et al., 2004). El resto
de grupos de SPC suelen encontrarse en el agua de bebida en menores
concentraciones. En las piscinas, la reaccién del cloro con materia organica
proveniente del pelo, cosméticos, saliva, piel y orina, da lugar a derivados

nitrogenados como las cloraminas y dicloroacetonitrilo (Kim et al., 2002a).
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La formacion de los SPC depende de varios factores: la temperatura y el
pH del agua, la naturaleza y concentracion de la materia organica presente en el
agua antes del tratamiento, la concentracion de iones de bromo, el tipo de
desinfectante y la dosis empleada, y el tiempo de residencia del agua en la red de
distribucion. Entre todos ellos, la concentracion de materia organica es el factor
mas importante (Liang y Singer, 2003; Ates et al., 2007). El pH y la temperatura
son también parametros importantes que afectan a la estabilidad de estos
compuestos en el agua (Villanova et al., 1997; Glezer et al., 1998; Kim et al.,
2002b). Por su parte, una mayor concentracion de iones de bromo en el agua lleva
a una mayor formacién de SPC bromados (Heller y Grossman, 1999; Kampioti y
Stephanou, 2002). Todos estos factores determinantes varian estacionalmente, lo
que hace que la calidad del agua de consumo fluctle a lo largo del afio. Muchos
estudios sobre la variacion estacional de THM han sugerido que su concentracion
tiende a ser mayor en verano, ya que el contenido en materia organica en el agua
es mayor en esta estacion (Williams et al., 1998; Rodriguez et al., 2004). Pero
otros estudios no han encontrado la misma tendencia debido, posiblemente, a la
variacion, también estacional, de otros factores precursores, como por ejemplo la

composicion de la materia organica y la reactividad del cloro (Ates et al., 2007).

El cloro debe ser administrado en dosis suficientes para garantizar la
desinfeccion y la reaccion entre el cloro residual libre y la materia organica se
produce a lo largo de todo el sistema de distribucién, lo que explica que sea
habitual encontrar mayores concentraciones de THM al final de la red de
distribucion (Lebel et al., 1997; Rodriguez y Serodes, 2001). Las variaciones
geograficas observadas en las concentraciones de SPC se deben, principalmente,
al tipo de sistema de abastecimiento de origen. Asi, las aguas de origen
subterraneo suelen contener menores niveles de SPC en general, ya que
normalmente son aguas de mejor calidad. En las aguas de origen superficial,

debido al mayor contenido en materia organica por los aportes de los efluentes
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urbanos, industriales o de la agricultura, la formaciéon de SPC es mayor
(Villanueva et al., 2003).

La directiva europea de 1998 regul6 los valores maximos aceptables para
el total de THM vy plante6 que, a los 5 afios de su entrada en vigor, la
concentracion de THM no deberia ser superior a 150 ug/l, y que este limite debia
fijarse en 100 pg/l a partir de 2008 (Directiva 98/83/CE). Con el Real Decreto
140/2003 se establecieron en Espafa los criterios sanitarios del agua de consumo
humano y se fijé el nivel maximo admisible para la suma de las concentraciones
de THM (150 pg/l), que en 2009 ha pasado a ser 100 pug/l. En Espana se ha
documentado la presencia de concentraciones relativamente elevadas de THM en
el agua del grifo de diversas regiones (Villanueva et al., 2001a y 2003). Segun un
informe de la Unidn Europea, los niveles maximos de THM en Espafia son los

segundos mas elevados en Europa, después de Portugal (Premazzi et al., 1997).

En los ultimos afios se ha producido una acumulacién de informacién que
pone de manifiesto que la exposicion a THM se asocia con un mayor riesgo de
cancer, sobre todo de vejiga, asi como efectos adversos al nacimiento
(Nieuwenhuijsen et al., 2000; Villanueva et al., 2001b y 2004; Wright et al.,
2003). De las cuatro especies de THM, la Agencia Internacional de Investigacion
sobre el Céancer (International Agency for Research on Cancer -IARC-) ha
clasificado al cloroformo y BDCM como cancerigenos potenciales, considerando
la informacion sobre el bromoformo y el DBCM insuficiente para atribuirles un

potencial de carcinogenicidad (IARC, 1999).

Los efectos en salud mas investigados como consecuencia de la exposicion
prenatal a THM se refieren a retraso del crecimiento (bajo peso al nacer, talla
pequefia para la edad gestacional, retraso del crecimiento intrauterino) y defectos
del tubo neural. También se ha evaluado la asociacion con el riesgo de muerte

fetal tardia, parto prematuro, aborto espontaneo, muerte neonatal y diversas
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malformaciones congénitas. Por otra parte, la exposicion ocupacional a
cloraminas se ha asociado con casos de asma entre trabajadores de piscinas
(Thicket et al., 2002). A pesar que los nifios son una poblacion especialmente
sensible, la evidencia del efecto potencial sobre la salud respiratoria por la

asistencia a piscinas es muy limitada (Bernard et al., 2003).

A pesar de que existen numerosos estudios publicados, las evidencias
sobre efectos reproductivos por exposicion a subproductos de la cloracion no son
concluyentes. Los estudios siguen metodologias heterogéneas que dificultan la
comparacion de resultados, algunas de ellas inadecuadas para evaluar la
exposicion y para demostrar una asociacion con efectos en la salud. La limitacién
mas importante de los estudios de exposiciéon infantil a SPC es la mala
clasificacion de la exposicion. Es necesario, por tanto, realizar nuevos trabajos
que empleen metodologias y sistemas de evaluacion de la exposicion apropiados
para definir adecuadamente los riesgos y proporcionar datos relevantes sobre

relaciones dosis-respuesta (Villanueva et al., 2006).

6.1. Evaluacidon de la exposicion

Para evaluar la exposicion a THM en un estudio epidemiol6gico es
prioritario conocer las concentraciones de los contaminantes en el agua de bebida,
bien mediante su medicion en lugares publicos del area de estudio o bien en la

vivienda de los sujetos participantes.

Los cuestionarios de uso y consumo de agua, por su parte, permiten
estimar la ingesta media diaria de estos contaminantes. Mediante estos
cuestionarios se recoge informacion acerca del tipo de agua de bebida y la
empleada para cocinar, duracién de bafios y asistencia a piscinas. Con los datos de
exposicion que se obtienen de la medicion ambiental y de los cuestionarios es

posible construir modelos para evaluar la exposicion durante periodos especificos,
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como por ejemplo el embarazo. La informacién individual se combina con la
informacion ambiental para generar indices de exposicion a cada THM a través de
la ingestidn, ducha, bafio y asistencia a piscinas. Si se combinan estos indices de
exposicion especificos se puede crear un indice combinado de exposicion al total
de THM (Villanueva et al., 2006).

7. Exposicion infantil a contaminacion atmosférica

Un informe realizado con objeto de proporcionar informacion de base para
el desarrollo del Plan de Accion sobre Medio Ambiente y Salud Infantil en Europa
(Valent et al., 2004) revel6 que, entre el 1,8 y el 6,4% de las muertes en nifios de 0
a 4 afios en Europa son debidas a contaminacion atmosférica en ambiente exterior
y un 3,6% a la contaminacion atmosférica en ambiente interior. Aunque el
impacto es mayor en los paises de Europa Oriental, el efecto de los riesgos
ambientales en la salud de los nifios es detectable en todos los paises europeos. Al
mismo tiempo, dicho trabajo sefialaba la necesidad de obtener informacion

adecuada sobre niveles y condiciones de exposicion.

7.1. Aire exterior

La contaminacion atmosférica engloba una variedad de contaminantes a
los que los nifios pueden estar expuestos en concentraciones y mezclas diferentes
dependiendo, mayormente, de la distancia a fuentes industriales y a zonas de
trafico intenso. La evaluacion de la calidad del aire se basa en cuatro
contaminantes principales: particulas en suspension, monéxido de carbono (CO),
diéxido de nitrégeno (NOy) y dioxido de azufre (SO,), que son monitorizados de
manera rutinaria por la mayoria de estaciones fijas de control y vigilancia
establecidas en Espafia. Estos contaminantes provienen principalmente de fuentes

de emision tales como los vehiculos con motor de combustion, las calefacciones
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de edificios y algunos procesos industriales. Los COVs, como el benceno y los
HAPs, también son contaminantes atmosféricos de interés (WHO, 2002b).

Entre las particulas en suspension del aire se incluyen aquellas originadas
por la combustion de materia organica y el polvo procedente de la
descomposicion mecéanica de la materia sélida, constituyendo una mezcla de
particulas solidas y liquidas que varian en tamafio y composicién. El tamafio es el
principal determinante de la capacidad de penetracion de las particulas y, por
tanto, de su potencialidad para causar dafio en el aparato respiratorio. También es
importante su contenido en agentes toxicos, como los HAPs o determinados
metales. En cuanto al tamafio, cabe destacar las particulas con un didmetro
aerodindmico inferior a 10 um (particulas toracicas 6 PMyg) o inferior a 2,5 um
(particulas respirables 0 PM;s). Estas particulas finas son producidas por las
emisiones de los vehiculos, permanecen suspendidas durante largos periodos de
tiempo y son las que se inhalan y penetran en el sistema respiratorio con mayor
facilidad, causando dafio en los pulmones. Las enfermedades respiratorias, tanto
agudas como cronicas, se han visto claramente asociadas en nifios y adultos con

periodos de concentraciones elevadas de estos contaminantes (Samet et al., 2000).

Los COVs pueden ser emitidos por una gran variedad de fuentes
industriales. El benceno en particular procede de la combustion de hidrocarburos.
En las zonas urbanas, las principales fuentes de contaminantes atmosféricos son
aquellas que utilizan combustibles fdsiles, esto es, el trafico rodado y las
calefacciones domésticas, seguidos de la incineracion y las emisiones de los
vertederos de residuos. La calidad del aire en estas zonas ha empeorado en las
ultimas décadas debido al aumento de la poblacién, del trafico, la industrializacion
y el consumo de energia. Algunos de estos contaminantes se encuentran en areas

urbanas en concentraciones por encima de los valores limite establecidos por la
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OMS (Mayer, 1999). El ozono, producido por la reaccion entre COVs y NO,, es

también un contaminante atmosférico muy perjudicial para la salud.

En el estudio de la exposicion a contaminacion atmosférica es importante
conocer el patrén de variacion espacial y temporal de los distintos contaminantes.
Las reacciones quimicas que se producen en la atmosfera y los procesos de
dispersion y dilucion contribuyen a que su concentracion varie en el tiempo y en
el espacio, ya que estos procesos estan muy influidos por las condiciones
meteoroldgicas, principalmente direccion y velocidad del viento, estabilidad
atmosférica, humedad y temperatura del aire. Asi, por ejemplo, contaminantes
relacionados con el trafico, como el NO, y los COVs, suelen alcanzar una
concentracion maxima en los meses de invierno y minima durante el verano
(Mayer, 1999; Parra et al., 2006).

La variabilidad temporal normalmente se da en distintos intervalos de
tiempo (anual, semanal y diario). La variabilidad espacial o geogréfica también
puede producirse a distinta escala, regional o local, segun las propiedades de los
contaminantes y el tipo de fuente que los emite. Esta variabilidad es especialmente
importante en el caso de contaminantes que se emiten a nivel del suelo, como los
generados por el tréfico, y es muy marcada, por tanto, en ciudades y zonas
urbanas (Mayer y Haustein, 1994). EIl nivel de contaminacion también varia de
unos nucleos urbanos a otros dependiendo de las concentraciones de fondo, los
tipos de fuentes de emisiéon y las condiciones meteoroldgicas (Kuttler, 1996).
También, las caracteristicas topograficas y la estructura urbanistica condicionan

de manera importante la concentracion de los contaminantes del aire.

La mayoria de los contaminantes atmosféricos producen dafio agudo en el
sistema respiratorio, pero también efectos cronicos, principalmente respiratorios y
cardiovasculares, como consecuencia de exposiciones a largo plazo (Pope et al.,
2002; Brunekreef, 2007; Gotschi et al., 2008). Particularmente, en los ultimos
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afios ha crecido la preocupacion por la posible influencia de las exposiciones a
contaminantes atmosféricos durante la gestacion y los primeros meses y afios de
vida, a concentraciones que podrian ser alcanzadas hoy en dia en muchas
viviendas y ciudades, ya que podrian afectar negativamente al desarrollo de los
nifios. Asi, numerosos estudios epidemioldgicos ponen en evidencia la asociacion
entre la exposicion pre- y postnatal a contaminantes del aire interior y exterior con
efectos adversos en el desarrollo y la salud de los nifios, tales como efectos
reproductivos e incremento del riesgo de mortalidad infantil (Glinianaia et al.,
2004; Maisonet et al., 2004; Lacasafia et al., 2005; Sram et al., 2005),
enfermedades respiratorias (Schwartz, 2004; Bateson y Schwartz, 2008) y cancer
infantil (Knox, 2005; Raaschou-Nielsen y Reynolds, 2006). La mortalidad
intrauterina, perinatal o neonatal es uno de los efectos mas estudiados (Bobak y
Leon, 1999). Se ha observado también, aunque la evidencia es todavia escasa,
alteraciones de la tasa de crecimiento postnatal (Jedrychowski et al., 2002) y
retrasos en el desarrollo neuroldgico (Suglia et al., 2008). Ademas, la exposicion a
contaminantes atmosféricos en la infancia puede dar lugar a una reduccion de la
funcién pulmonar y en consecuencia a un aumento del riesgo de enfermedades
respiratorias cronicas, y mayor susceptibilidad a enfermedades cardiovasculares
en la edad adulta (Shea, 2003). Igualmente, algunos estudios han sefialado una
asociacion entre dafios genéticos producidos in utero (en forma de aductos de
ADN o0 aberraciones cromosémicas) y exposicion prenatal a contaminacion

atmosfeérica (Perera et al., 2005b).

7.2. Aire interior

La exposicion infantil a contaminantes del aire en ambiente interior,
principalmente viviendas y colegios, puede verse potenciada debido a que en
muchos casos se trata de ambientes cerrados y con una escasa ventilacion. El nivel

de desarrollo social y economico estd estrechamente relacionado con la
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contaminacion del aire interior de las viviendas, que se origina principalmente por
la utilizacion de combustibles fdsiles para la obtencion de energia de uso
domeéstico (cocina, calefaccion), el humo de tabaco y la contaminacion
atmosférica procedente del exterior. Los principales contaminantes del aire
interior son NO,, CO, particulas y humo de tabaco. Estudios epidemiol6gicos
sugieren que la exposicion cronica a NO, debida al uso de cocinas de gas supone
un factor de riesgo de enfermedad respiratoria frente al uso de cocinas eléctricas
(Basu y Samet, 1999).

En los paises desarrollados, la energia requerida para cocinar, calentar el
agua y para la calefaccion se obtiene, ademas de la electricidad, a partir del uso de
combustibles fosiles como el butano, gas natural, gasoil y propano. En
comparacion con los combustibles fésiles sélidos, los combustibles gaseosos
normalmente generan menor cantidad de contaminantes (Zhang y Smith, 2003).
El uso de electrodomésticos con este tipo de combustible puede también
contribuir a la emisiéon de CO y NO, debido, principalmente, a un uso y una
ventilacién inadecuados (Basu y Samet, 1999); pero también de particulas finas,
COVs como benceno y 1,3-butadieno, e HAPs. A pesar de que la contaminacion
en ambiente interior por el uso de combustibles es menos importante en los paises
industrializados que en los paises en vias de desarrollo, existen otras fuentes de
exposicion a contaminantes en las viviendas modernas relacionadas con los
nuevos materiales utilizados en la construccion de los edificios (p. ej., ashestos),
presentes en los muebles (p.ej., barnices), en pinturas (p.ej., disolventes) y en
adhesivos, y en los productos utilizados cotidianamente en el ambito doméstico
(p.ej., insecticidas, ambientadores, productos de limpieza). Una escasa
ventilacién, sumada a la presencia de numerosas sustancias quimicas sintéticas,
dan lugar a una concentracion habitualmente elevada de COVs (p.ej., benceno,
tolueno, formaldehido) y compuestos organicos semivolatiles (p. ej., ftalatos,

pesticidas) en las viviendas.
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La contaminacion del aire en el interior de las viviendas puede ser
diferente segun se trate de areas rurales o urbanas debido a posibles diferencias
econdmicas Yy estilos de vida. Los nifios en edad preescolar que habitan en areas
urbanas pasan la mayor parte de su tiempo en el interior de las viviendas y el
colegio (McCormack, 2007), lo que significa que la principal exposicion a los
contaminantes del aire puede venir del interior de los edificios, més que de la
exposicion a contaminantes del aire exterior. Ademas, para muchos de los
contaminantes las concentraciones en interior superan a las encontradas en el aire

exterior.

La contaminacion del aire interior se ha visto asociada con una gran
variedad de efectos adversos en la salud de la poblacion infantil. Se ha
demostrado que este tipo de contaminacion esta asociada con una disminucion de
la funcion pulmonar, con el incremento de la incidencia de asma, alergias, efectos
adversos al nacimiento y cancer (Windham et al., 1999; Venners et al., 2001;
Lewtas, 2007; Hansel et al., 2008). Aunque se desconoce el mecanismo exacto
por el cual la exposicion a contaminantes del aire afecta a la salud, se sabe por
ejemplo que las particulas finas causan inflamacion de las vias aéreas y los

pulmones, y alteran la respuesta del sistema inmune (Schlesinger et al., 2006).

Dada la prevalencia del tabaquismo en la sociedad actual, la exposicién
pasiva al humo de tabaco es uno de los principales riesgos para la salud infantil
asociados a los ambientes interiores. El tabaco es una fuente de contaminantes
como el CO, NO,, HAPs, benceno, particulas y metales. La exposicion de nifios
en edad preescolares al humo de tabaco en el interior de sus viviendas es una
causa importante de enfermedad infantil (Zhang y Smith, 2003). Un gran nimero
de estudios ponen en evidencia que la exposicion pasiva al humo de tabaco
incrementa el riesgo de muerte subita, de infeccion en el tracto respiratorio, de

asma y sibilancias, y de otitis durante la infancia (Anderson y Cook, 1997; Cook y
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Strachan, 1999; DiFranza et al., 2004). Ademas, esta exposicion temprana se ha
visto asociada con un aumento de la concentracion de aductos de proteinas (Tang
et al., 1999), lo que puede ser considerado como un factor potencial de riesgo de
desarrollar cancer en etapas posteriores de la vida (Bartsch y Hictanen, 1996;
Perera et al., 1997).

Los HAPs son un grupo de compuestos organicos que se caracterizan por
tener una gran estabilidad quimica, baja volatilidad y baja solubilidad en agua. Se
forman durante la combustién incompleta de la materia organica y se encuentran
extensamente distribuidos en el medio ambiente, normalmente en mezclas
complejas. Diferentes agencias de proteccion ambiental como la Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA), la IARC y la Agencia para
Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades (Agency for Toxic Substances and
Disease Registry -ATSDR-) han catalogado estos compuestos como toxicos,
mutagénicos y cancerigenos en humanos (Castafio-Vinyals et al., 2004) y han
evaluado en repetidas ocasiones el dafio en salud asociado con la exposicién a
estos compuestos. Las principales fuentes de exposicién a HAPs en la poblacion
infantil son el humo de tabaco, los alimentos, el agua y la contaminacién
atmosférica en ambientes exteriores e interiores (Jongeneelen, 1997). La presencia
de HAPs en el aire interior puede deberse al consumo de tabaco, a la combustién
incompleta de la madera en las chimeneas y del combustible usado en las
calefacciones domeésticas, y a la influencia de la contaminacién exterior por el

trafico y las industrias.

Los fetos y los nifios son méas susceptibles al efecto toxico de los HAPs
que los adultos (Perera et al., 2005a). La exposicion prenatal se ha asociado con
retraso del crecimiento intrauterino, bajo peso y talla al nacer, perimetro cefalico
pequeiio (Perera et al., 2003; Sram et al., 2005; Tang et al., 2006; Choi et al.,
2006 y 2008) y problemas respiratorios en el primer afio de vida (Jedrychowski et
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al., 2005), asi como incremento del riesgo de cancer infantil (Tang et al., 2001).
Ademas, se ha observado una asociacion entre exposicion prenatal a HAPS,
defectos al nacimiento y retraso en el desarrollo cognitivo en este grupo de la
poblacién (Jedrychowski et al., 2003; Tang et al., 2008).

7.3. Contaminacion atmosférica derivada del trafico

Las emisiones de los vehiculos con motor de combustién se componen de
una mezcla compleja de contaminantes que incluye subproductos de la
combustion de la gasolina, el gasoil y los aceites lubricantes, y polvo procedente
del asfalto. El tréfico rodado es la principal fuente de emisién de NO,, CO,
particulas y COVs en las areas urbanas y proximas a carreteras. Varios estudios
han encontrado una correlacion positiva entre concentracion de NO, y la densidad
de tréfico en calles o carreteras proximas y una relacion negativa con la distancia
a carreteras principales (Roorda-Knape et al., 1999; Pleijel et al., 2004). En las
zonas urbanas, la contaminacion por trafico en las calles mas transitadas puede
suponer entre el 80 y el 90% de los niveles de contaminacion. Por tanto, el riesgo
para la salud por exposicion a contaminacion atmosférica es especialmente
importante en las ciudades grandes (Kinney et al., 2000; Perera et al., 2002),
siendo necesaria una adecuada caracterizacion de la variabilidad espacial y
temporal de este tipo de contaminantes en estas zonas. Evaluar la exposicion
humana a contaminantes del trafico en estudios de salud ha sido un area prioritaria
de investigacién en los Gltimos afios (Brunekreef y Holgate, 2002). En Europa, se
ha estimado que las emisiones del trafico rodado contribuyen en més de un 50% a
la concentracion de particulas finas del aire (Kunzli et al., 2000). Sin embargo,
pocos estudios han investigado los efectos especificos de la contaminacion del

trafico en la salud humana, y menos adn en la poblacion infantil.

La exposicion a contaminantes atmosféricos emitidos por los vehiculos de

gasolina y gasoil se ha asociado con una variedad de efectos en la salud de los
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nifios como, por ejemplo, aumento de la mortalidad infantil, bajo peso al nacer,
déficit en la funcion pulmonar, afecciones respiratorias y cardiovasculares,
alteraciones del desarrollo neurocognitivo y cancer (Perera et al., 2006a y 2008;
Bell, 2007). En particular, los 6xidos de nitrdgeno (NOx), que son generados
durante el proceso de combustion en los vehiculos mediante la oxidacion a altas
temperaturas del nitrégeno atmosférico (WHO, 1997), sufren reacciones
atmosféricas complejas que dan lugar a contaminantes secundarios, como el NO,,
que afectan negativamente a la salud humana. La exposicién a NO, se ha visto
relacionada con efectos adversos al nacimiento y problemas respiratorios en nifios
(Ha et al., 2001; Chauhan et al., 2003; Gauderman et al., 2004; Jerrett et al.,
2008; Mortimer et al., 2008).

Las emisiones de los vehiculos también contribuyen en gran medida a la
presencia de HAPs en el aire de las zonas urbanas. Se han observado
concentraciones minimas de HAPs en horas de poco trafico y concentraciones
altas en horas de tréafico intenso (Levy et al., 2001). Los HAPs pueden estar
presentes en el aire en estado gaseoso pero también, dependiendo de su presion de
vapor y de la temperatura ambiente, pueden ser adsorbidos por las particulas finas,
pudiendo representar el componente tdxico mas importante de las particulas. Las
emisiones de los vehiculos diesel son de especial interés ya que generan entre 30 y
100 veces mas particulas que los vehiculos de gasolina. En Europa y Estados
Unidos, el trafico urbano contribuye entre un 46% y un 90% al total de HAPs del
aire exterior (Nielsen, 1996; Dunbar et al., 2001). En las ciudades, las fuentes
principales de emision de HAPs son las calefacciones domesticas y el trafico
rodado, y se ha observado que las concentraciones atmosféricas en invierno son
habitualmente mayores que en verano (Motykiewicz et al., 1998; Perera et al.,
2002). Los estudios sobre la exposicion humana a HAPs son todavia escasos,

aunque es creciente la evidencia de su efecto perjudicial en la salud de los nifios
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(Perera, 2008), principalmente efectos adversos al nacimiento, asma y cancer
(Millar et al., 2004; Bocskay et al., 2005; Sram et al., 2005).

Contaminacion atmosférica urbana y efecto neurotoxico

Diversos estudios epidemiolégicos han demostrado que las particulas del
aire asociadas al trafico constituyen un riesgo para la salud (Pope et al., 2002).
Varios estudios en animales han observado también que las particulas inhaladas
pueden ser translocadas desde el sistema respiratorio hasta el sistema nervioso
central (Oberdorster et al., 2004). Asi, un estudio confirm6 que las particulas
ultrafinas pueden llegar al cerebro, no solo a través de la circulacion sanguinea,
sino también por translocacion directa desde el nervio olfativo (Elder et al., 2006).
A partir de aqui surge la incertidumbre del posible efecto neurotéxico de la
exposicion a contaminacion atmosférica, todavia escasamente estudiado (Suglia et
al., 2008).

Los pocos trabajos que han estudiado este posible efecto se han basado en
lesiones patoldgicas comunes en las enfermedades neurodegenerativas, y que
estdn relacionadas con procesos inflamatorios y estrés oxidativo (Calderon-
Garciduefias et al., 2002, 2004 y 2008b; Campbell et al., 2005). Estos mismos
procesos se han visto relacionados, por ejemplo, con la exposicién a bajas dosis de
determinados metales pesados y alteracion de la funcion cognitiva (Lanphear et
al., 2005). Sin embargo, hay un gran vacio de informacién en cuanto al impacto
que la exposicidén cronica a contaminacion atmosférica puede tener sobre el
desarrollo cognitivo y los procesos neurodegenerativos en nifios sanos que no

presentan otros riesgos relacionados con alteraciones del sistema nervioso.

Es necesario, por tanto, realizar nuevos estudios que investiguen la

asociacion entre la contaminacion atmosférica relacionada con las particulas del
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aire (como las generadas por el tréfico) y el desarrollo cognitivo, especialmente en

los primeros afios de vida.

7.4. Evaluacion de la exposicion

La medicion de la exposicion a la contaminacion atmosférica es un
elemento clave en la mejora de la estimacion del posible riesgo para la salud
humana, pero es una tarea especialmente compleja, principalmente porque
requiere la integracion de multiples disciplinas y por la falta de sistemas
adecuados de informacion y vigilancia que permitan valorar la magnitud y
gravedad de los riesgos asociados a dicha exposicion. Por ejemplo, los estudios
epidemioldgicos sobre los efectos en salud de los contaminantes atmosféricos
emitidos por el trafico, han utilizado tradicionalmente mediciones indirectas de la
exposicion (Duhme et al., 1996; Ciccone et al., 1998), tales como el tipo de calle
y la densidad de trafico en la zona de residencia, o la distancia de la vivienda a
calles de trafico intenso. La percepcion de la contaminacion y el ruido generados
por el trafico son medidas indirectas que también se han usado para valorar la
exposicion (Klaeboe et al., 2000; Oglesby et al., 2000). Todos estos indicadores
subjetivos o indirectos son relativamente faciles de obtener mediante el uso de
cuestionarios, no requieren monitorizacion ambiental de los contaminantes y
pueden ser utilizados facilmente en estudios poblacionales a gran escala. Sin
embargo, la validez y fiabilidad de este tipo de medidas estan siendo cada vez mas
cuestionadas, ya que pueden dar lugar a estimaciones erroneas de la exposicion y

a resultados contradictorios (Nicolai et al., 2003).

Otra medida indirecta utilizada habitualmente para estimar el nivel de
exposicion de la poblacion a contaminantes del aire es el empleo de los datos
provenientes de las estaciones fijas de monitorizacion y vigilancia de la calidad
del aire (Villeneuve et al., 2007; Goldberg et al., 2009). La simple asignacion de
dicha medida puede ser, sin embargo, poco representativa de las diferencias en las
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exposiciones personales de los participantes en un estudio a lo largo del tiempo.
Los pocos estudios de cohortes existentes que analizan, por ejemplo, la relacion
de la contaminacion atmosférica con la mortalidad o con el desarrollo fetal han
utilizado datos procedentes de estaciones captadoras situadas en zonas mas o
menos representativas como medida de la exposicion a contaminacion atmosférica
(Hoek et al., 2002; Wilhelm et al., 2003; Jerrett et al., 2005b; Parker et al., 2005).

Los estudios mas recientes han incorporado mediciones objetivas de la
exposicion a la contaminacion del trafico en los lugares de residencia, como son la
intensidad de trafico y densidad de calles en el entorno de la vivienda, o la
distancia de la vivienda a una calle con tréafico intenso, determinadas mediante el
uso de Sistemas de Informacion Geografica (SIG), interpolacion de las
concentraciones determinadas por las redes oficiales de control de la calidad del
aire, datos de la monitorizacion ambiental, modelos de dispersién (Oosterlee et
al., 1994; Bellander et al., 2001; Janssen et al., 2003; Nicolai et al., 2003) y, por
ultimo, el uso de modelos de regresion (Land use regression) (Briggs et al., 1997
y 2000).

En los ultimos afios, varios estudios de cohortes han llevado a cabo la
estimacion de la exposicion en mujeres embarazadas y nifios mediante mediciones
personales, y en el interior y exterior de sus viviendas (Perera et al., 2003; Tonne
et al., 2004; Jedrychowski et al., 2006b). La medicion de la exposicion personal
aporta una informacion mucho mas detallada, pero tiene el inconveniente de ser

mas costosa.

Monitorizacién ambiental

En la actualidad, uno de los métodos mas empleados en epidemiologia
ambiental para la monitorizacion de la contaminacion atmosférica es el uso de

captadores de difusion pasiva, que tienen la gran ventaja de ser econdémicos,
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faciles de usar e iddneos para la evaluacion de la calidad del aire, a escala tanto
regional como local. Los captadores pasivos permiten obtener una aproximacion
cuantitativa a la exposicion total o promedio a contaminantes del aire durante el
periodo de muestreo. ElI muestreo puede llevarse a cabo por absorcidén quimica o
por adsorcion fisica del contaminante gaseoso de interés. Una buena aproximacion
para evaluar la contaminacién del aire y el riesgo para la salud es el uso
combinado de este tipo de captadores y de estaciones fijas de medicion continua,
de manera que sea posible conocer la distribucion espacial y temporal de la
concentracion de los contaminantes de interés. Entre los numerosos contaminantes
emitidos por los vehiculos, el NO; es uno de los mas faciles de medir, y puede ser
muestreado usando captadores pasivos como, por ejemplo, los modelos radiello o

los ogawa (Liard et al., 1999).

Modelizacién de la exposicion

La concentracion de NO; es considerada como un buen indicador de los
niveles de contaminacién atmosférica generada por el trafico (Kramer et al., 2000;
Niewenhuijsen, 2000). Su medicién ha permitido conocer que la exposicion a
contaminantes del trafico es mayor en las proximidades de vias principales,
disminuyendo con la distancia a las mismas (Gilbert et al., 2002). Ademas, se ha
observado que para el NO, y otros contaminantes asociados al trafico, como las
particulas finas, la variabilidad intraurbana es mayor que la variacion entre
ciudades (Briggs et al., 2000). Pero este tipo de contaminacion también depende
del grado de urbanizacidn, siendo mayor en areas urbanas con alta densidad de
trafico y en zonas cercanas a carreteras principales (Rijnders et al., 2001). Por
tanto, la modelizacion de la exposicion a contaminantes atmosféricos emitidos por
fuentes mdviles en zonas urbanas requiere de informacion detallada que describa

la actividad del trafico en el area de estudio.
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Recientemente se han desarrollado diferentes métodos para la
modelizacion de la exposicion utilizando los datos de monitores ambientales y
aplicando tecnicas de analisis espacial. Dado el caracter geografico de la
contaminacion atmosférica, la utilizacion de SIG ha supuesto un gran avance en la
valoracion individual de la exposicion. Los SIG son una herramienta muy valiosa,
ya que facilitan el tratamiento e integracion de informacion de carécter espacial, la
obtencion de mapas en soporte digital y el desarrollo de modelos de exposicion
qgue combinan datos ambientales, poblacionales y administrativos (densidad de
poblacion, red de carreteras y fuentes puntuales de contaminacion, entre otros)
(Jensen, 1998). Asi, por ejemplo, se ha observado que los niveles de NO, medidos
con captadores pasivos estan muy correlacionados con los niveles estimados a
partir de SIG que utilizan informacion de la red de carreteras, de densidad de

trafico, usos del suelo y altitud (Briggs et al., 1997 y 2000).

En los dltimos afios se han empleado varias técnicas diferentes para
mapificar la contaminacion atmosférica a diferentes escalas geograficas como, por
ejemplo, el método de interpolacién kriging, usado mayormente a una escala
regional (Bell, 2006; Liao et al., 2006). El kriging es una técnica geoestadistica
que permite estimar la concentracion de un contaminante en puntos no
muestreados. La ventaja de esta técnica es que proporciona una medida del grado
de incertidumbre, en forma de error de la estimacion en la localizacion no
muestreada. Sin embargo, presenta algunos inconvenientes cuando se usa a escala
intraurbana, debido a la gran variabilidad de la concentracion de los
contaminantes en distancias muy pequefias. Las superficies de contaminacién en
las zonas urbanas son muy complejas, con lo que esta técnica de interpolacion
requiere una red muy densa de puntos de muestreo ya que, de lo contrario, las
superficies que se obtienen “suavizan” demasiado la variabilidad de las
concentraciones. No obstante, es una tecnica adecuada para estimar las

concentraciones a largo plazo en zonas residenciales o de fondo, donde la
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variacion espacial es mucho mas suave en comparacion con zonas urbanas o
proximas a focos de emision de contaminacion atmosférica (p. ej. carreteras)
(Briggs, 2005).

También se han utilizado en los Gltimos afios modelos de dispersion, que
tienen la ventaja de poder contemplar la variabilidad espacial y temporal, sin la
necesidad de muestreos adicionales, pero el inconveniente de requerir una gran
cantidad de datos (Briggs et al., 1997; Jerrett et al., 2005a).

El desarrollo de la técnica land use regression (LUR) ha supuesto uno de
los mayores avances en la evaluacion de la exposicion a la contaminacién
atmosférica derivada del trafico (Briggs et al., 1997; Henderson et al., 2007) y en
la actualidad es una técnica prometedora para la prediccion de la exposicion
individual en estudios epidemiologicos poblacionales (Jerrett et al., 2007;
Aguilera et al., 2008). Esta técnica permite caracterizar, con un alto nivel de
resolucion, la variabilidad espacial de los contaminantes atmosféricos,
principalmente en zonas urbanas. EI método LUR utiliza datos geograficos, datos
de trafico y datos de mediciones ambientales en diferentes localizaciones para
construir modelos de regresion. A partir de estos modelos, se pueden predecir las
concentraciones de los contaminantes en lugares no muestreados para los que se

dispone de la informacién geografica y de trafico utilizada (Jerrett et al., 2005a).

Los modelos LUR se han usado con éxito en Europa y Norteamérica para
modelizar la variabilidad intraurbana de NO; (Briggs et al., 1997; Hochadel et al.,
2006; Ross et al., 2006; Sahsuvaroglu et al., 2006) y para evaluar las diferencias
en el patron espacial de otros contaminantes atmosféricos (Henderson et al.,
2007). Asi, un estudio estim6 las concentraciones de NO, en tres ciudades
europeas usando datos de densidad de trafico, distancia a una autovia, tipo de
calle, uso del suelo y altitud, con un valor de R? entre 79% y 87% (Briggs et al.,
1997). La variabilidad espacial de la concentracion de particulas finas también se
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ha evaluado con esta técnica en areas de mayor extensién (Brauer et al., 2003;
Hochadel et al., 2006), ya que se trata de un contaminante con una dispersion de
caracter mas regional. Asi, se han estimado las concentraciones de particulas en
tres zonas de Europa usando datos de la intensidad de trafico, distancia a
carreteras, configuracion de la red de carreteras, tipo de calle y densidad de
poblacién, con un valor de R? entre 50% y 73% (Brauer et al., 2003).

Una vez obtenidos los modelos de regresion, es posible asignar niveles de
contaminacion en localizaciones previamente georreferenciadas, como el lugar de
residencia (Jerrett et al., 2007). En conclusion, esta técnica permite conocer mejor
la influencia del trafico en los niveles de contaminacion atmosférica y captar la
variabilidad espacial a pequefia escala, y es muy Util para predecir la exposicion

individual en estudios de salud (Levy et al., 2003).

Cuestionarios

Los cuestionarios ambientales ofrecen una oportunidad de mejorar la
medida de la exposicién personal a los contaminantes atmosféricos, tanto en
ambiente exterior como en el interior de la vivienda. Mediante el uso de
cuestionarios debidamente validados es posible obtener informacion respecto al
lugar de residencia del nifio, localizacion del colegio, lugar de trabajo de los
padres, caracteristicas de la vivienda y su entorno, posibles fuentes de exposicion,
uso de medios de transporte y patron tiempo-actividad del nifio. Igualmente,
permiten recoger informacion sobre exposicion pasiva al humo de tabaco, tipo de
calefaccion y cocina, ventilacion, nimero de personas que habitan en la casa,
utilizacion de productos quimicos, de limpieza, insecticidas, ambientadores, etc.
(Espulgues et al., 2007).

Para el caso concreto de la exposicion pasiva al humo del tabaco, es

extendido el uso de cuestionarios estandarizados que recogen informacion sobre el
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habito de consumo. No obstante, con los datos recogidos mediante cuestionarios
se suele infravalorar la frecuencia real de consumo, por lo que el uso adicional de
biomarcadores proporcionard una estimacién mas precisa de la exposicion (Puig
et al., 2008).

Biomarcadores

Los biomarcadores de exposicion ofrecen la oportunidad de evaluar
especificamente la exposicion total a contaminantes que se incorporan al
individuo a través de diferentes rutas, ya que proporcionan informacion sobre la
dosis interna real. En el caso de determinados contaminantes del aire como los
HAPs, ademas de la inhalacién, la absorcion dérmica y la ingestion son también

posibles vias de exposicion durante el embarazo y la infancia.

Existen diferentes tipos de biomarcadores de exposicion a contaminantes
del aire. Los biomarcadores basados en los aductos de ADN-HAP (Perera et al.,
2004) y en algunos metabolitos de HAPs y del humo de tabaco, excretados en
orina durante el embarazo y los primeros afios de vida, son los mas utilizados en
la biomonitorizacion de la exposiciéon infantil a contaminacion atmosférica
(Gilliland et al., 2005). Los aductos de ADN-HAP pueden interpretarse como una
medida precoz del efecto cancerigeno de los HAPs. En cuanto a la exposicion
pasiva al humo de tabaco, el biomarcador mas empleado es la medida de los
niveles de cotinina, un metabolito de la nicotina, principalmente en muestras de
orina (Cook et al., 1994; Puig et al., 2008). La concentracion de nicotina también
puede determinarse en pelo, con la ventaja de proporcionar una estimacion de la
exposicion al humo de tabaco durante los 2-3 meses previos a la medicion
(Jaakkola y Jaakkola, 1997). Existen otros biomarcadores de exposicion a
contaminantes del aire como benceno, tolueno, etilbenceno y xileno en distintas
muestras bioldgicas. Por ejemplo, la exposicion a benceno o a tolueno puede

evaluarse mediante la determinacién en orina de la concentracion del acido S-
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fenilmercapturico o del cido S-p-toluilmercaptirico, respectivamente (Angerer et
al., 1998; Fustinoni et al., 2005). Sin embargo, la validez de estos biomarcadores -
usados principalmente para evaluar la exposicion laboral- como indicadores de la

exposicion ambiental a bajas dosis todavia no se ha demostrado.

7.5. Biomarcador 1-hidroxipireno

Como vya se ha sefialado anteriormente, los HAPs pueden encontrarse en el
aire exterior e interior, en agua y alimentos contaminados y en el suelo. La
exposicion de los nifios a HAPs se produce mayormente por inhalacién de humo
de tabaco, de las emisiones del trafico, de hornos de lefia y chimeneas, de
calefacciones domésticas y por el consumo de alimentos a la parrilla y ahumados
(IARC, 1987; Lewtas, 1994). Los HAPs estan formados por mezclas complejas de
compuestos, siendo el pireno uno de los que se encuentra en la mayoria de ellas y
en mayor cantidad. En el organismo, el pireno es metabolizado principalmente via
citocromo P450 y excretado en la orina como 1-hidroxipireno (1-OHP) (Jacob y
Seidel, 2002). EI 1-OHP, principal metabolito del pireno, esta considerado como
un buen indicador de la exposicion al total de HAPs (Jacob y Seidel, 2002; Viau,
2002). La vida media de 1-OHP es de aproximadamente 10 horas (Brzeznicki et
al., 1997), por lo que la concentracion de 1-OHP en orina representa la exposicion
a corto plazo a HAPs (Jongeneelen, 1994).

Diversos estudios han demostrado la validez de la medida de 1-OHP como
biomarcador de exposicién laboral a HAPs (Hansen et al., 2008), aunque los
estudios sobre exposicion ambiental son mucho mas escasos en comparacion con
los estudios realizados en trabajadores expuestos. La exposicion infantil se ha
estudiado en diversos paises, con la dieta como principal factor determinante de la
concentracion de 1-OHP (Chuang et al., 1999; Vyskocil et al., 2000; Fiala et al.,
2001). Otros estudios han encontrado que el trafico y el humo de tabaco ambiental
también son factores importantes (Kanoh et al., 1993; Siwinska et al., 1998;
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Hansen et al., 2005). Asi, Hansen y colaboradores (2005) encontraron mayores
niveles de 1-OHP en nifios daneses que vivian en zonas urbanas, en comparacion
con nifios de zonas rurales. Van Wijnen y colaboradores (1996) determinaron
también el nivel de 1-OHP en nifios daneses que residian en zonas con diferentes
niveles de contaminacion procedente del trafico, y dnicamente las fuentes
interiores de HAPs resultaron estar asociadas positivamente con los niveles de 1-
OHP. Esto les permitié concluir que las posibles diferencias en los niveles de
HAPs en el aire ambiente que rodeaba a los nifios eran demasiado pequefias en
comparacion con las dosis absorbidas a través de la dieta. Siwinska et al. (1998)
encontraron que los niveles de 1-OHP en nifios de Polonia estaban influidos
principalmente por la exposicion a humo de tabaco. En un estudio llevado a cabo
en la Republica Checa también se atribuyo la variabilidad de los niveles de 1-OHP
a la exposicion pasiva al humo de tabaco (Fiala et al., 2001). En cambio, en otro
estudio con nifios de Montreal, Canada (Vyskocil et al., 2000), no se observo
relacién entre las dosis de pireno absorbidas por ingestion o inhalaciéon y las

concentraciones de 1-OHP en orina.

Por tanto, la limitacion del uso del metabolito 1-OHP como indicador de la
exposicion a contaminacion atmosférica radica en que la ingestion de alimentos
contaminados o la inhalacion de humo de tabaco pueden ser también rutas

importantes de exposicion a HAPS.
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8. Exposicion infantil a contaminantes a través de la dieta

8.1. Mercurio

El mercurio (Hg) es un elemento que se encuentra presente de manera
natural en el medio ambiente (ATSDR, 1999). No obstante, la contaminacién por
mercurio se ha extendido a causa del gran nimero de actividades antropogénicas,
tanto agricolas como industriales. Desde antafio, se ha extraido mercurio a partir
del cinabrio (sulfuro de Hg), mineral compuesto en un 85% por mercurio y usado
en muchos procesos y productos (Clarkson, 1997). Durante afios, se ha empleado
en la elaboracion de medicamentos y productos farmacéuticos, como componente
de fungicidas y en amalgamas dentales (WHO, 1990 y 1991; Clarkson, 1997),
también en termometros, barémetros, baterias, lamparas e interruptores eléctricos
(ATSDR, 1999) y como conservante en determinadas vacunas (Clarkson, 2002).
Desde el comienzo de la revolucion industrial, el mercurio se ha utilizado
principalmente en industrias cloroalcalinas, como catalizador en la electrolisis del
cloruro de sodio. En la actualidad, también se generan grandes cantidades de
mercurio como resultado de su uso para la extraccién de minerales como el oro
(Hylander y Meili, 2003), en procesos de combustion y vertidos industriales
(ATSDR, 1999).

Las principales fuentes antropogénicas de mercurio son (United Nations
Environment Programme [UNEP], 2002):

Movilizacion de impurezas de mercurio:

e Produccion de energia y calor por combustion de carbon.
e Produccidn de energia a partir de combustibles fésiles distintos del carbon.
« Produccion de cemento.

e Mineria y otras actividades metalurgicas que comprenden la extraccion y

elaboracidon de materiales minerales virgenes y reciclados, por ejemplo, la
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produccion de hierro y acero, ferromanganeso, zinc y oro.

Extraccion y uso intencionado del mercurio:

e Mineria del mercurio.

e Mineria del oro y la plata en pequefia escala (proceso de amalgamacion).
 Produccién cloroalcalina.

e Uso de ld&mparas fluorescentes y baterias.

e Amalgamas dentales y vacunas.

o Fabricacion de productos que contienen mercurio, por ejemplo,

termdémetros, manometros e interruptores eléctricos.

Tratamiento de residuos:

« Incineracion de residuos municipales, sanitarios y peligrosos.

o Vertederos de residuos.

Existen distintas formas de mercurio: Hg inorganico elemental o metalico
(Hg®), compuestos inorganicos de mercurio (Hg*, Hg®") y compuestos orgénicos,
como metilmercurio -MeHg- y etilmercurio (National Research Council -NRC-,
2000b). En la atmosfera el Hg elemental se transforma en Hg inorgénico, soluble,
que con la lluvia vuelve a ser depositado en la superficie. Una vez depositado,
parte del mercurio es nuevamente reducido a Hg elemental y reemitido a la
atmosfera (WHO, 1990; ATSDR, 1999). En el suelo y en los sedimentos
acuaticos, el mercurio inorganico puede ser metilado por microorganismos y
transformado en MeHg. En esta forma, el mercurio tiene la capacidad de
acumularse en la cadena tréfica de los sistemas acuaticos (Figura 1). Las
principales fuentes de exposicion humana a estas tres formas de mercurio son
(Counter y Buchanan, 2004):
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« Hg’, amalgamas dentales.
« Hg*, Hg*, alimentos y algunos cosméticos.

e MeHg, pescado y marisco.
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Figura 1.1. Esquema conceptual del ciclo del mercurio en la naturaleza

La contaminacion por Hg es un problema mundial (UNEP, 2002). En

muchos paises, se han llevado a cabo acciones para reducir su uso y emision
(UNEP, 2002; Comission of the European Communities, 2005). El ultimo informe
del Programa de Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) asegura
que, a pesar de su toxicidad, los usos de este metal en el mundo no se han
reducido y su comercio se ha estabilizado en unas 3.500 toneladas anuales (UNEP,

2002). Por su parte, la Comision Europea aprobaba en 2005 la estrategia
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comunitaria sobre el mercurio (Comission of the European Communities, 2005) y
en la actualidad se discute el Reglamento comunitario relativo a la prohibicion de
su exportacion y de su almacenamiento seguro. En Espafia, los responsables del
Ministerio de Medio Ambiente presentaban durante el Consejo de Administracion
del PNUMA en Nairobi (Kenia), en febrero de 2007, su politica de reduccion de
mercurio  (www.mma.es/secciones/medioscomunicacion/prensa/notas_pre/2007/
02/PNUMANairobiMercuriook.pdf)

8.2. Metilmercurio

Exposicion y efecto neurotdxico

El MeHg se forma, como antes se apuntaba, por la actividad microbiana
que tiene lugar en medios acuaticos, donde se bioacumula y biomagnifica a través
de la cadena trofica, alcanzando su mayor concentracion en peces de especies
predadoras y de gran tamafio (por ejemplo, el atun) y en mamiferos marinos
(Sanfeliu et al., 2003). La mayor parte del mercurio total en los peces se encuentra
en forma de MeHg (cerca del 100% en los peces adultos), de forma que la
principal fuente de exposicién a mercurio en la poblacion general es la ingesta de
pescado contaminado con MeHg (USEPA, 2001).

El MeHg es un compuesto tdxico para el sistema nervioso central (SNC),
tanto en el feto como en el adulto, aunque el SNC en desarrollo es méas vulnerable
(WHO, 1990). El cerebro es el principal érgano diana del MeHg y su toxicidad en
este sistema en desarrollo es selectiva y Unica (NRC, 2000b). Cuando este
compuesto es ingerido con los alimentos se absorbe y distribuye por todo el
organismo, mayormente en el cerebro, donde alcanza una concentracion de hasta
5 veces mayor que en sangre. EI MeHg también se acumula en el pelo, matriz que
se ha usado de manera extendida para estimar la exposicion, tanto reciente como

pasada. Ademas, el MeHg atraviesa facilmente la barrera placentaria, alcanzando
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mayores concentraciones en la sangre de cordon umbilical que en la sangre
materna (Vahter et al., 2000). Aunque se sabe que el riesgo de exposicion in utero
a MeHg es mayor que a través de la lactancia, la leche materna también contiene
mercurio (parte en forma de MeHg) y, por lo tanto, constituye una posible fuente

de exposicion postnatal (Grandjean et al., 1994; Bjornberg et al., 2005).

En los afios 50 tuvo lugar en Japdn un episodio de intoxicacion masiva por
MeHg debido al consumo de pescado altamente contaminado, tras la emision
industrial de MeHg en la Bahia de Minamata (Tsubaki y lrukayama, 1977). A
comienzo de la década de los 70, también se produjo otro episodio similar en Irak,
después de que se utilizara MeHg como fungicida para semillas y éstas fueran
empleadas en la preparacion de harina para fabricar pan (Myers, 2000). Sin
embargo, en la actualidad hay evidencia suficiente como para reconocer que, ain
a bajas dosis, la exposicion a MeHg a través del consumo de pescado
contaminado merece especial atencién desde el punto de vista de sus efectos en
salud, especialmente, en la salud infantil. Después de la intoxicacion ocurrida en
Minamata, se comprob6 que la exposicion prenatal a MeHg produce dafio en el
cerebro (WHO, 1990; Harada, 1995). Los nifios que presentaron paralisis cerebral
aguda estuvieron expuestos a altas dosis de MeHg durante el embarazo, debido al
consumo materno de pescado altamente contaminado. También se observaron
efectos neurotdxicos en los nifios iraquies expuestos in utero a MeHg (Amin-Zaki
etal., 1974).

Hace méas de una década se llevaron a cabo dos estudios epidemiol6gicos
en poblaciones de las Islas Faroe e Islas Seychelles, expuestas de manera cronica
a MeHg por ser comunidades con un alto consumo de pescado. En el estudio de
las Islas Faroe se observO una asociacion entre la exposicion prenatal a MeHg y
retraso en el desarrollo neurocognitivo evaluado a los 7 afios de edad,

especialmente en las funciones de lenguaje, atencion y memoria, y en menor
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grado, en las areas motora y espacio-visual (Grandjean et al., 1997); pero no se
observd ningln efecto adverso asociado a MeHg en el estudio de las Islas
Seychelles (Davidson et al., 1998). Analisis mas recientes en ambas poblaciones
han llegado a las mismas conclusiones que entonces (Myers et al., 2003; Murata
et al., 2004b). Asi, en las Faroe, se encontrd un asociacion positiva entre la
exposicion in utero a MeHg y menor potencial auditivo en nifios de 14 afios, y

también en las funciones motora, verbal y de memoria (Murata et al., 2004b).

En Nueva Zelanda también se encontraron efectos adversos en el
neurodesarrollo como resultado de la exposicion prenatal a MeHg. Un estudid
analiz6 a un grupo de nifios cuyas madres habian consumido, durante el
embarazo, pescado al menos 3 veces a la semana (Kjellstrom et al., 1989). A la
edad de 4 afios se observd una mayor prevalencia de desviaciones cognitivas entre
los nifios méas expuestos a MeHg (esto es, concentracién de mercurio en pelo de la
madre superior a 6 pg/g). A los 6 afios, se encontrd una asociaciéon entre
concentraciones en el pelo de la madre en el rango 13-15 pg/g y una menor
puntuacion en el coeficiente de inteligencia (IQ), en el area verbal, area espacio-

visual y en la funcién motora gruesa (Crumpt et al., 1998).

Otros estudios transversales realizados con nifios de Brasil e Islas Madeira
también mostraron asociaciones significativas entre la exposicion postnatal a
mercurio y disfunciones neuropsicoldgicas (Grandjean et al., 1999; Murata et al.,
1999). En cambio, otros estudios en Brasil y en La Guayana Francesa no
encontraron ningun efecto negativo de la exposicion infantil a mercurio (Cordier
et al., 2002; Tavares et al., 2005).

Los resultados aparentemente contradictorios de los estudios de la Islas
Seychelles por un lado, y de las Faroe y Nueva Zelanda por otro, podrian deberse
a la variabilidad en las escalas neuropsicoldgicas utilizadas, el tipo de
biomarcador de exposicion empleado, la edad de los nifios evaluados, el tipo de

51



exposicion a MeHg (aguda versus crénica), medicion de la exposicion conjunta a
otros contaminantes como los PCBs, el método estadistico usado para analizar los
datos, la susceptibilidad genética de la poblacion de estudio, entre otros factores

ambientales o relacionados con la dieta (NRC, 2000b).

Por otra parte, mas recientemente, varios trabajos llevados a cabo en
Norteamérica y Europa han encontrado un efecto beneficioso del consumo de
pescado durante la gestacion en poblaciones que no consumen pescado con mucha
frecuencia (Daniels et al., 2004; Oken et al., 2005 y 2008; Hibbeln, 2007;
Lederman et al., 2008). Asi, Oken y colaboradores (2005) describieron una
asociacion positiva entre el desarrollo cognitivo infantil evaluado a los 6 meses
(particularmente en el area de memoria) y el consumo materno de pescado en el
embarazo, y negativa con el contenido de mercurio en pelo de la madre. El
consumo de pescado se encontré fuertemente asociado con la concentracion de
mercurio en sangre de la madre durante la gestacién (Oken et al., 2008). Un
mayor consumo de pescado se relacion6 en un mejor rendimiento cognitivo de los
nifilos a los 3 afios de edad, mientras que una mayor exposicion prenatal a
mercurio se relacioné con un peor rendimiento, y esta asociacion fue mayor
después de incluir en el modelo ambas variables. En una cohorte de nifios de
Polonia, se estudio el efecto de exposicién prenatal a mercurio en el desarrollo
cognitivo y psicomotor al afio de vida. En este pais en el que el consumo de
pescado es relativamente bajo, se encontré que la exposicidbn a mercurio se
asociaba con la frecuencia de consumo de pescado, asi como con un mayor riesgo

de retraso en el neurodesarrollo (Jedrychowski et al., 2006a).

También se ha indicado que el balance entre el efecto negativo de los
contaminantes del pescado, como MeHg y PCBs, y el efecto beneficioso de sus
nutrientes difiere de unas poblaciones a otras (Rice, 2008). La cantidad de

pescado que consume una poblacion determinada y los niveles medios de
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nutrientes de dicha poblacion parecen determinantes a la hora de estudiar los
efectos en el neurodesarrollo, y se ha sugerido que esto podria contribuir a
explicar los distintos resultados de los estudios epidemioldgicos sobre los efectos

del MeHg en el neurodesarrollo infantil (Rice, 2008).

Biomarcadores de exposicion

Los biomarcadores més empleados para determinar la exposicion
individual a MeHg son la medida directa de la concentracion de mercurio en pelo
y en sangre. La concentracion de mercurio total en pelo es un buen reflejo de la
concentracion de MeHg que circula en la sangre (IPCS, 1990; Cernichiari et al.,
1995). La relacion entre la concentracién en pelo y en sangre (expresadas como ¢
Ho/g y g Hg/ml, respectivamente) es de aproximadamente 250:1 (WHO, 1990).
Desde un punto de vista toxicoldgico, la concentracion en sangre es un buen
indicador de la dosis absorbida y de la cantidad de mercurio disponible en el
cuerpo. ElI MeHg tiene gran afinidad por la hemoglobina fetal, lo que resulta en
una mayor concentracion de mercurio en la sangre de cordon que en sangre de la
madre (Stern y Smith, 2003).

Cuando se comparan las concentraciones determinadas en pelo y en
sangre, hay que tener en cuenta determinados factores temporales. EI MeHg se
incorpora al foliculo piloso durante la formacion del pelo, pero tiene que
transcurrir aproximadamente un mes para que pueda detectarse MeHg en una
muestra de pelo proximo al cuero cabelludo (Suzuki, 1988). Dependiendo de la
longitud de la muestra de pelo, la concentracion de mercurio reflejard una
exposicion mas o menos reciente. La vida media del MeHg en el organismo es de
aproximadamente 1,5-2 meses (Swartout y Rice, 2000), con lo que el mercurio
cuantificado en muestras de pelo préoximo al cuero cabelludo reflejaria
exposiciones mas parecidas a los niveles medidos en sangre (Grandjean et al.,

2003). Algunos estudios de cohortes prospectivos sobre los efectos neurotoxicos
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del MeHg han usado ambos biomarcadores (Steuerwald et al., 2000). Pero el pelo
es un medio particularmente apropiado para la biomonitorizacion de la exposicién
humana a mercurio porque refleja la exposicion a mercurio organico y, por tanto,
la exposicion a traves de la dieta (McDowell et al., 2004). Ademas, la
concentracion de MeHg y mercurio total en pelo estan linealmente relacionadas
(Pellizzari et al., 1999), y el MeHg contribuye en un 70-80% a la concentracion de

mercurio total (Cernichiari et al., 1995).

Evaluacion del riesgo

A partir de los resultados de los estudios de las Islas Faroe, las Islas
Seychelles y Nueva Zelanda (Grandjean et al, 1997; Crumpt et al., 1998; Myers et
al., 2003), el National Research Council (NRC) y la Agencia de proteccion
ambiental (USEPA) de los Estados Unidos establecieron como dosis de referencia
(Reference Dose -RfD-) para MeHg una ingesta media diaria de 0,1 pg/dia por kg
de peso corporal (NRC, 2000b). Este valor de RfD resulta de aplicar un factor de
incertidumbre de 10 al limite inferior del intervalo de confianza 95% para el cual
se ha observado disfuncién neuroldgica (retrasos en el desarrollo de la atencion,
memoria verbal y lenguaje) en nifios expuestos in utero a MeHg, y corresponderia
con una concentracion de 5,8 pg/l en sangre de cordon umbilical y 1,0 pg/g en
pelo materno (CDC, 2004). Sin embargo, la concentracién minima de MeHg que
puede afectar al desarrollo neurol6gico todavia se desconoce. La mayoria de
estudios en humanos se centran en poblaciones que consumen grandes cantidades
de pescado con un alto contenido en MeHg. Los resultados de éstos y otros

estudios realizados hasta el momento todavia no son concluyentes.

En las ultimas décadas, y en base al papel de los distintos componentes del
pescado en la dieta, se ha promocionado de manera importante su consumo. Los
beneficios nutricionales del pescado se deben principalmente a su contenido en

proteinas y vitaminas, asi como al alto contenido de &cidos grasos poliinsaturados
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omega-3 en el pescado azul (o graso) (Cohen et al., 2005). Algunos de estos
nutrientes se han asociado con un efecto protector frente a determinadas
enfermedades (Kris-Etherton et al., 2002) y con un mejor desarrollo neuroldgico
en nifios (Daniels et al., 2004; Innis, 2007). En 1985 la OMS ya sefialaba la
importancia de evaluar en grupos vulnerables los riesgos para la salud derivados

de la exposicion a contaminantes quimicos a través de la dieta (WHO, 1985).

Las directrices sobre las concentraciones maximas de mercurio en pescado
y las recomendaciones sobre el consumo de pescado varian en los distintos paises
de la UE. En 2001, investigadores europeos evaluaron los riesgos de la exposicion
a mercurio en Europa y presentaron su opinion al respecto en el denominado
“Position Paper on Mercury” (Pirrone et al., 2001). En cuanto a MeHg
recomendaron que la dosis de referencia de la USEPA se aplicara también en
Europa. Por lo tanto, se estimo6 que la RfD de 0,1 pg/kg de peso corporal por dia
es valida para Europa (UNEP, 2002). Dado que el consumo de pescado tiene
efectos beneficiosos, el objetivo a largo plazo no es eliminar el pescado de la dieta
materna durante el embarazo, sino reducir el consumo de especies con
concentraciones elevadas de MeHg (Ramoén et al.,, 2008). El documento
“Compilation of toxicological and environmental data on chemicals — mercury
and its derivates” (INERIS, 2000), presentado por Francia, ofrece una vision de
conjunto sobre algunos valores toxicolégicos de referencia de diversos paises.
Algunos Estados miembros tienen limites mas bajos que los que exige la directiva
europea para el contenido de mercurio en el pescado (0,5 pg/kg para todas las
especies de pescado excepto las predadoras y 1 pg/kg para las predadoras, como
pez espada y atun) (Directiva 2001/22/CE). Ademas, paises como Dinamarca,
Finlandia, Suecia y el Reino Unido, han formulado recomendaciones particulares
para grupos vulnerables de la poblacion, esto es, mujeres embarazadas o en edad
fértil, mujeres lactantes y nifios, a fin de evitar o reducir el consumo de pescado en

los casos en que se aplique los limites de la UE. Asi, por ejemplo, en Reino
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Unido, la Food Standards Agency recomendd en 2002 que las mujeres
embarazadas, los recién nacidos y los nifios no consumieran determinadas
especies de pescado, por ejemplo pez espada. Pero en general, se aconseja el
consumo de pescado durante dichos periodos de vulnerabilidad pero limitado a no

mas de una vez por semana (UNEP, 2002).

La relacion dosis-respuesta de exposicion a bajas concentraciones de
MeHg y los factores que determinan la susceptibilidad a sus efectos todavia no
son bien conocidos. Debido al interés y preocupacion publica que ha suscitado el
MeHg desde la perspectiva de la salud, es necesario realizar més estudios que
ayuden a la evaluacion del riesgo para el neurodesarrollo infantil asociado a este

contaminante.

Mercurio en el Mediterrdneo

Los sedimentos del mar Mediterraneo contienen cantidades anomalas de
depdsitos de cinabrio, lo que explicaria que los organismos marinos que habitan
en este medio acumulen mayores cantidades de mercurio que las mismas especies
que habitan en el Atlantico y otros océanos (Baldi et al., 1978). Esta tendencia se
confirmd a partir de un estudio realizado en el atin del Mediterraneo y otras
especies que, cuando son adultas, migran del Atlantico al Mediterrdneo para
desovar (Bernhard, 1988). Segun este estudio, las especies autdctonas del
Mediterraneo tenian niveles de mercurio entre 3 y 4 veces superiores a las
encontradas en las especies provenientes del Atlantico. Pero este proceso de
bioacumulacion, tan evidente en el atin del Mediterraneo, también se observo en
especies de niveles troficos inferiores, como la anchoa, la sardina y la caballa
(Baldi et al., 1978). Estas diferencias observadas en los niveles de mercurio entre
especies mediterraneas y atlanticas se ha puesto en evidencia en repetidas
ocasiones con organismos de la misma especie, con una alimentacion similar, o

pertenecientes al mismo nivel tréfico (Renzoni et al., 1998).
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En poblaciones de zonas costeras del Mediterraneo, la ingesta frecuente de
pescado con concentraciones elevadas de MeHg se ha asociado con un riesgo de
efecto toxico, especialmente en mujeres gestantes (Renzoni et al., 1998; Ramon et
al., 2008). Ramon y colaboradores (2008) encontraron niveles medios elevados de
mercurio en sangre de corddn de una muestra de 255 mujeres de la cohorte INMA
de Valencia, superando el 75% de los recién nacidos el nivel de referencia de 5,8
ug/l, concentracion por encima de la cual la USEPA considera que hay un
incremento del riesgo de retraso en el neurodesarrollo (NRC, 2002b; CDC, 2004).
La ingesta de pescado, principalmente de pescado azul grande, se vio asociada

con mayores niveles de mercurio.

En Espafia, el consumo de pescado es relativamente elevado. Un trabajo
llevado a cabo en poblacion adulta de los 10 paises europeos participantes en el
estudio sobre cancer y nutricién EPIC (European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition), informaba que Espafia, junto con Grecia, es el pais con un
mayor consumo de pescado, siendo las variedades de pescado blanco las mas
consumidas, ademas de ser el pais en el que se consume una mayor variedad de
especies de pescado y marisco (Welch et al., 2002). Una de las regiones espafiolas
estudiadas ha sido Granada, en la que se describié que el consumo de pescado
blanco en mujeres suponia el 50% de entre todos los tipos de pescado, 32% el

pescado azul y 18% el marisco.

Por altimo, son varios los estudios que han descrito la exposicion infantil a
mercurio en nuestro pais, principalmente en poblaciones del Noreste de la
peninsula y en la isla de Menorca (Batista et al., 1996; Nadal et al., 2005; Torrente
et al.,, 2005; Montuori et al., 2006; Diez et al., 2009). En estos trabajos se
muestran niveles de mercurio en pelo superiores a los descritos en nifios de
Alemania y Estados Unidos (Pesch et al., 2002; McDowell et al., 2004) y

claramente asociados con la frecuencia de consumo de pescado.
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Estos antecedentes sugieren la necesidad de explorar esta fuente de
exposicion en todo el territorio espafiol, y sus posibles efectos en el desarrollo
neuroldgico, especialmente en grupos poblacion vulnerable, como las mujeres

gestantes y los nifios.

9. Contaminacion ambiental y neurodesarrollo infantil

La OMS, en la declaracion de Bangkok en marzo del 2002, declaraba la
prioridad de investigar de forma multicéntrica los efectos en el neurodesarrollo de
la exposicion a dosis bajas de contaminantes ambientales desde la etapa de la
gestacion hasta la adolescencia (WHO, 2002). Como ya se introdujo al comienzo
de esta memoria, mas recientemente, la UE ha puesto en marcha el programa
denominado SCALE para reducir las enfermedades relacionadas con factores
ambientales, con especial atencion a la infancia, siendo uno de los focos de
atencion de esta estrategia la prevencion de los trastornos del desarrollo
neuroldgico (http://www.environmentandhealth.org/index.php).

Como ya se ha sefialado anteriormente, los sistemas corporales mas
vulnerables en los recién nacidos y los nifios parecen ser los sistemas endocrino,
reproductivo, inmune y nervioso. El desarrollo del sistema nervioso requiere una
compleja interaccion entre factores genéticos y ambientales que dirigen la
maduracion cerebral y modulan el neurodesarrollo infantil (Trask y Kosofsky,
2000). Este sistema es Unico, ya que consta de diferentes areas responsables de
campos funcionales especificos (p. ej., control motor, funcion sensorial, e
inteligencia). Estas areas se desarrollan de forma secuencial, pero, a su vez,
interdependiente, de tal manera que cualquier interferencia en alguna de las fases
0 procesos de su maduracion puede afectar a etapas posteriores del desarrollo
(Mendola et al., 2002; Hussain et al., 2007). Ademas, el proceso de la maduracion
neuroldgica es prolongado, lo que amplia el periodo de vulnerabilidad biologica,

que comienza en el primer mes tras la concepcion y continta durante la gestacion,
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la infancia y la adolescencia. Los distintos tipos de células cerebrales presentan,
asimismo, periodos especificos de vulnerabilidad con sensibilidad diferente a los
agentes ambientales. Las primeras neuronas, formadas durante el primer trimestre
de embarazo, se desarrollan y se diferencian, al mismo tiempo que inician la fase
de migracion neuronal. Las células de la glia proliferan durante el segundo
trimestre de la vida fetal, cubriendo las neuronas con mielina protectora para una
mejor transferencia de las sefiales nerviosas. La sinaptogénesis sigue
estableciendo la conectividad de la estructura neuronal durante los 2 primeros
afios de vida, y la mielinizacion continGa hasta la adolescencia, aunque el 80% del
peso del cerebro adulto se alcanza a los 6 afios de edad (Grandjean y White, 2002;
Rebagliato et al., 2007).

El SNC tiene una capacidad limitada para reparar dafios estructurales con
lo que, si algin agente destruye células del cerebro en desarrollo o si fallan las
conexiones entre las células nerviosas en un periodo critico del mismo, existe
mayor riesgo de que el dafio sea permanente e irreversible (Rice y Barone, 2000).
Determinados contaminantes ambientales pueden actuar como teratégenos del
neurodesarrollo, es decir, son capaces de alterar el desarrollo cerebral y su
funcion. Estos teratdgenos pueden afectar la estructura y la funcion del cerebro
fetal e infantil sin producir ningin cambio o disfuncién externa evidente (Hussain
et al., 2007). Parte de la dificultad para identificar qué contaminantes ambientales
actian como teratdgenos del neurodesarrollo, reside en que los efectos de
exposiciones tempranas pueden no ser evidentes en el momento del nacimiento o
a lo largo de la primera infancia, sino manifestarse mas tardiamente a medida que

el nifio madura.

Datos recientes confirman un incremento en la UE de los trastornos del
neurodesarrollo en la infancia, tales como dificultades de aprendizaje, trastornos

de deficit de atencion e hiperactividad, dislexia, autismo, trastornos emocionales y
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de conducta, entre otros (UE, 2009). Por otra parte, en Estados Unidos se ha
estimado que entre un 3 y un 8% de los nifios presentan trastornos del
neurodesarrollo (Schettler, 2001). Este aumento en la incidencia de trastornos del
neurodesarrollo en los paises occidentales podria deberse en parte a cambios en
los criterios diagnosticos, a una mayor conciencia y aceptacion de estos problemas
y/o a que se hayan producido mejoras en los sistemas de declaracién y registro de
estas anomalias (Rebagliato et al., 2007), pero no se descarta el aumento real de la

afectacion neuroldgica.

Los factores genéticos, ambientales y sociales, sometidos entre si a
interacciones complejas, determinan el desarrollo cognitivo y conductual de los
nifios, pero ninguno de estos factores de manera aislada puede explicar el aumento
de las alteraciones neuroldgicas en la infancia. El factor hereditario contribuye
aproximadamente en un 50% a la variabilidad en los rasgos cognitivos,
conductuales y de personalidad de los individuos (Plomin et al., 1994) y el otro
50% de la variabilidad vendria determinada por factores ambientales. Un comité
de expertos del NRC de Estados Unidos (NRC, 2000a) concluyo que el 3% de los
trastornos del neurodesarrollo podrian ser el resultado directo de exposiciones a
contaminantes ambientales, y hasta un 25% mas se producirian por la interaccion
entre factores ambientales y susceptibilidad genética individual. Asi, en los
ultimos afos ha crecido el interés acerca de los efectos de la exposicidén temprana
a neurotdxicos ambientales sobre el desarrollo cognitivo, conductual y motor en la
infancia, contaminantes a los que los nifios pueden estar expuestos,

principalmente, a través de la madre (in utero), la lactancia y la dieta.

Las primeras investigaciones sobre el efecto teratogénico y alteraciones en
la conducta por agentes toxicos se basan en la exposicion prenatal a alcohol
(Streissguth et al., 1981) y la exposicion postnatal a plomo (Dietrich et al., 1993;
Bellinger et al., 1992). Estudios mas recientes sobre exposicion infantil a plomo
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han puesto en evidencia que existe un riesgo de alteraciones en el neurodesarrollo
como consecuencia de exposiciones a dosis sustancialmente més bajas de lo
sospechado (Lanphear et al., 2000). También se ha investigado extensamente
acerca de los efectos neurologicos de la exposicion prenatal a PCBs (Jacobson y
Jacobson, 1996; Ribas-Fité et al., 2001), a MeHg (Castoldi et al., 2008) y mas
recientemente a HAPs (Perera et al., 2005a, 2006a y 2007) y humo de tabaco
(Perera et al., 2005a y 2007; Herrmann et al., 2008). En menor medida, se ha
estudiado el efecto neurotoxico en nifios de la exposicion a determinados
pesticidas como el diclorodifeniltricloroetano (DDT) (Ribas-Fit6 et al., 2006b), a
metales pesados como el manganeso (Crinella et al., 1998) y a contaminantes
atmosféricos (Calderon-Garciduefias et al., 2008a; Suglia et al., 2008). Por
ejemplo, es bien conocido que la exposicion fetal e infantil a plomo, alcohol o
nicotina produce trastornos en el desarrollo neuropsicolégico (Nulman et al.,
1998). El consumo de tabaco materno puede ser causa de un menor coeficiente de
inteligencia (1Q) y de déficit en el aprendizaje y la atencion del nifio (Eskenazi y
Castorina, 1999). La exposicion a plomo en los primeros afios de vida origina
también disminucion del 1Q, de la capacidad de aprendizaje y atencién, y
contribuye al aumento de la hiperactividad, impulsividad y agresividad
(Needleman et al., 1996; Rice, 1998).

En Espafia, datos recientemente publicados en dos estudios de las cohortes
INMA de Ribera d’Ebre y Menorca, muestran una asociacion inversa entre los
niveles de plaguicidas organoclorados (DDT y hexaclorobenceno) en sangre de
cordon y la valoracion del desarrollo neuroconductual realizada al afio y a los 4
afios de edad (Ribas-Fitd et al., 2003, 2006b y 2007). En la cohorte INMA-
Granada, se ha encontrado también una asociacidn entre la exposicion prenatal a
otro pesticida organoclorado (mirex) y retraso en el neurodesarrollo a los 4 afios
de edad (Puertas et al., 2009).
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La exposicion a contaminantes ambientales durante la vida fetal puede
causar dafio cerebral a dosis bastante méas bajas que las observadas en los adultos.
Pero se estima que no existe informacion sobre la toxicidad para el
neurodesarrollo en aproximadamente el 80% de las sustancias quimicas sintéticas
que se liberan cada afio en grandes cantidades al medio ambiente (Grandjean y
Landrigan, 2006). El estudio de la vulnerabilidad del desarrollo neurolégico
infantil supone un reto, y la estimacion de valores o dosis de referencia es una
tarea necesaria (Schettler, 2001). Sin embargo, las diferentes areas del
neurodesarrollo estudiadas, los efectos no especificos dependientes de multiples
factores, la falta de informacion sobre la exposicion, la variedad de factores
influyentes o confusores y los largos periodos de latencia entre la exposicion y el
efecto, hacen que sea dificil alcanzar conclusiones definitivas en los estudios

epidemioldgicos.

9.1. Factores modificadores

Los estudios acerca del efecto en el neurodesarrollo infantil por la
exposicion a distintos contaminantes requieren de la evaluacion de un gran
namero de factores confusores que pueden influir en el desarrollo cognitivo de los
nifios. El efecto neurotdxico de los contaminantes ambientales puede verse
influido, ademéas de por la susceptibilidad genética individual, por i) factores
prenatales como, por ejemplo, el crecimiento fetal o la edad gestacional al
nacimiento, ii) las condiciones maternas durante el embarazo, que incluyen el
estado nutricional, consumo de tabaco, alcohol, drogas o medicamentos y
exposicion a estrés psicosocial, y iii) los factores sociales y familiares, como el
estado socioecondémico y el apoyo social con el que cuenta la familia, el nivel
educativo e intelectual de los padres, el vinculo afectivo que se establece con ellos
y la presencia de un entorno favorable capaz de aportar la estimulacion, y la
atencion sanitaria a la embarazada y al nifio (Trask, 2000).
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La dieta materna durante la gestacion y la lactancia y la del nifio durante la
primera infancia constituye uno de los mecanismos fundamentales a través del
cual el medio ambiente puede afectar el neurodesarrollo fetal e infantil desde una
doble vertiente: ingesta de alimentos y agua como portadores de contaminantes
ambientales; y dieta como vehiculo de nutrientes necesarios para un
neurodesarrollo adecuado (aporte de &cidos grasos esenciales, &cido félico o yodo)
o de nutrientes antioxidantes, protectores frente a los contaminantes ambientales
(Rebagliato et al., 2007). Contaminantes neurotoxicos como MeHg, PCBs y
algunos COPs se ingieren principalmente a través del consumo de alimentos
grasos. Es importante, pues, evaluar cdmo interaccionan los distintos nutrientes
con los neurotdxicos contenidos en la dieta y los posibles efectos beneficiosos de

dichos nutrientes.

9.2. Evaluacién del neurodesarrollo infantil

En los estudios sobre exposicion infantil a neurotoxicos, la evaluacién e
interpretacion de los posibles efectos adversos en el neurodesarrollo es una tarea
compleja, especialmente en el caso de que los efectos sean subclinicos, es decir,
no evidentes si no se utilizan métodos de evaluacién especificos. Ademas, los
efectos adversos en el neurodesarrollo habitualmente consisten en desviaciones de
la conducta o del comportamiento que son relativamente frecuentes o “normales”.
Las alteraciones del neurodesarrollo estan influidas por muchos factores,
bioldgicos, psicologicos y sociales, por lo que es dificil identificar el grado de
variabilidad en la conducta que es atribuible a la exposiciéon a un determinado

neurotoxico.

El fin principal de la evaluacion neuropsicoldgica en la infancia consiste
en constatar el posible cambio producido en la conducta y en el desarrollo como
resultado de una alteracion del SNC (Manga y Fournier, 1997). Dependiendo del

estado de desarrollo concreto del cerebro en el momento de la exposicion al
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agente contaminante, se podrd conocer la naturaleza de los posibles cambios
producidos en el comportamiento y las habilidades del nifio. La evaluacion
neuropsicoldgica infantil es diferente a la que se realiza en los adultos por
diferentes razones, entre ellas, la dificultad de detectar los efectos del dafio
cerebral en un organismo en desarrollo y porque es mas probable que el dafio
cerebral de los nifios sea mas generalizado, mientras que en los adultos las
lesiones son mas localizadas. Ademas, resulta mas complejo detectar efectos
subclinicos en nifios que en adultos, ya que es mas dificil establecer en aquéllos el
rendimiento esperado para las distintas areas del neurodesarrollo. Asi, por
ejemplo, pueden presentarse dificultades en el aprendizaje, sin que haya una

alteracién nerviosa conocida.

La disfuncion cerebral puede dar origen, directa o indirectamente, a
manifestaciones psicopatologicas en el nifio. Los trastornos de la conducta
asociados con dificultades especificas del aprendizaje, o con déficit de atencién
(p. €., dislexia o trastorno de déficit de atencién e hiperactividad) son ejemplos de
manifestaciones indirectas de una disfuncion cerebral. Estos trastornos pueden
llevar a una alteracion de la conducta por inatencién y actitud apética, o incluso de

negativismo desafiante (Manga y Fournier, 1997).

También hay que reconocer la necesidad de tipificar el modo y el grado en
que el dafio cerebral afectara al futuro desarrollo y capacidad de aprendizaje del
nifio. Las manifestaciones del dafio neuroldgico en la adolescencia pueden incluir
déficit en el coeficiente de inteligencia, alteraciones en la conducta, asi como

menor memoria a corto plazo y dificultades para leer.

Las areas mas importantes a la hora de evaluar el neurodesarrollo en nifios
son aquéllas en las que un déficit resulta clinicamente significativo e interpretable,
lo que ocurre cuando la alteracion es muy selectiva o bien cuando hay otros

trastornos relacionados. Se trata de saber qué capacidades se hallan afectadas de
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forma mas selectiva en cada area o qué sintomas pueden darse por alteracion de
algun factor comun subyacente. Las areas que se consideran indispensables en la

evaluacion neuropsicoldgica infantil son las siguientes:

1. Motricidad: Destreza manual, lateralidad (orientacion derecha-izquierda),

praxias buco-faciales, control verbal de la motricidad, entre otras.
2. Percepcion: Visual, auditiva y tactil.

3. Lenguaje: Capacidades receptivas y expresivas para el habla. Aspectos
psicoeducativos o capacidad académicas en lectura, escritura y en

aritmética.
4. Memoria: Verbal y no verbal, a corto y largo plazo.

5. Cognicion general: Capacidad intelectual general, capacidad de atencion.

En las Gltimas décadas se ha llevado a cabo una investigacion extensa y
una estandarizacion de instrumentos para la evaluacién neuropsicoldgica en nifios,
de manera que se ha logrado un mayor acercamiento a los aspectos del
funcionamiento cerebral infantil. Ante la creciente conviccidn de que los primeros
afios de vida son criticos en su desarrollo, los psicologos evaltan a los nifios en
edades cada vez méas tempranas. Las escalas utilizadas en la evaluacion del
neurodesarrollo infantil se construyen partiendo de la premisa de que una
habilidad se haya o no se haya adquirido a determinada edad. Estas se pueden
clasificar en tres grupos: i) mentales, que valoran funciones como el lenguaje, las
habilidades cognitivas, la percepcién y la memoria, ii) de motricidad, que evaltian
las funciones motora gruesa y motora fina y iii) de conducta, para valorar el
comportamiento y el nivel de actividad. Las distintas escalas utilizadas evaltan de
una manera u otra alguna de estas areas. En la Tabla 1.3 se recogen algunas de las

mas empleadas.
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Test Edad Evaluaciéon

Mentales
Test Fagan de memoria de reconocimiento 3-12 meses Memoria a corto plazo;
visual (FTVRM) Inteligencia infantil
Escalas Bayley de desarrollo infantil (MDI) <2,5 afos Habilidades cognitivas
Stanford-Binet (SB) 2,5-6 afios Inteligencia general
Bateria de Evaluacion de Kaufman para . "
nifios (KBIT) 2,5-12,5 Habilidades cognitivas
Escalas McCarthy de habilidades en nifios o i
(MSCA) 2,5-8,5 Habilidades cognitivas
Escala de Inteligencia Wechsler para nifios ~ . .
>6 afos Inteligencia general
(WISC)
Escalas de Desarrollo Reynell (RDS) - Desarrollo del lenguaje
Motricidad
Examen Neuroldgico infantil (Hempel) 1-2,5 afos Habilidades motoras
Escalas Bayley de desarrollo infantil (PDI) <2,5 anos Habilidades motoras
Conducta

Escala Rutter de conducta infantil (RCBS-A) 0-12 afios el 'eT“aS de. (_:onducta;
Hiperactividad

Escala de actividad Werry-Weiss-Peters . i o
(WWPAS) 3-11 afios Nivel de actividad

Uno de los instrumentos mas utilizados es el test McCarthy (MSCA)
(McCarthy Scales of Children's Abilities) (McCarthy, 1972). El objetivo principal
de la autora, Dorotea McCarthy, fue disefiar un instrumento unitario que facilitara
la necesidad de evaluar el nivel intelectual general y sus “puntos fuertes y débiles”
en las variables aptitudinales mas importantes. En la seccion de Material y

Métodos se describen las caracteristicas particulares y el contenido este test.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipotesis y justificacion

La relacion existente entre la exposicidn a contaminantes quimicos
ambientales durante periodos de especial susceptibilidad, como el periodo pre- y
postnatal, y la aparicion de patologias en los primeros afios de vida, constituye un
problema complejo y de dificil enjuiciamiento. En primer lugar, porque la
exposicion infantil a contaminantes ambientales ocurre a través de multiples vias,
incluyendo la exposicidn a través de la madre y a través del agua, los alimentos, el
aire, el contacto con el suelo o el uso de productos de uso cotidiano. Ademas, en
algunos casos, la via de exposicion puede no ser evidente -exposicion inadvertida-
y es dificil encontrar poblaciones libres de exposicion. Las propiedades mismas de
cada uno de los contaminantes ambientales, asi como las caracteristicas
individuales -edad, sexo, entorno, alimentacion, entre otros- determinan la
magnitud y las consecuencias de la exposicion. La evaluacion del riesgo de
exposicién a contaminantes ambientales define el ambito del conocimiento

cientifico en el que se enmarca la investigacion propuesta.

En segundo lugar, el establecimiento de una relacion de causalidad entre
exposicion y efecto en salud se ha visto dificultado, a pesar de haberse
demostrado la exposicion humana, debido a que se han explorado casi
exclusivamente patologias complejas, de causa multifactorial y con prolongados
tiempos de latencia, en las cuales la exposicidén a contaminantes ambientales es un

factor mas, no exclusivo ni excluyente, en la etiologia de la enfermedad.

Trabajos previos de nuestro grupo de investigacion han permitido
establecer un protocolo de evaluacion de la exposicion a contaminantes quimicos
del medio ambiente, especialmente disruptores endocrinos, que ha sido de utilidad
en el estudio de enfermedades de base hormonal, como el cancer de mama o

algunas malformaciones congénitas (criptorquidia e hipospadias). Mediante la
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cuantificacion quimica de algunos residuos es posible conocer el nivel de
exposicion, identificar los compuestos quimicos mas frecuentes a los que esta
expuesta la poblacion de estudio, incluidos los factores que la han condicionado, y

establecer un procedimiento de seguimiento de las fuentes de exposicion.

El presente estudio se enmarca dentro de los objetivos planteados en el
proyecto de investigacion “Exposiciones pre- y postnatales a contaminantes
ambientales, dieta, crecimiento fetal y desarrollo neuro-inmuno-endocrino” (Red
Infancia y Medio Ambiente), financiado por el Instituto de Salud Carlos IlI
(Proyectos n® G03/176 y 05/1911), y el proyecto de investigacion “Evaluacion de
la exposicion infantil a contaminantes atmosféricos en la provincia de Granada y
posibles efectos en el desarrollo postnatal” (Proyecto n® 0183/2007) financiado
por la Consejeria de Salud de la Junta de Andalucia. Ambos son llevados a cabo
por un grupo multidisciplinar de clinicos, investigadores basicos y epidemiodlogos
de distintas instituciones. La consecucion de los objetivos del proyecto pretende
contribuir a la determinacion del grado de exposicion de poblacion infantil a una
serie de contaminantes ambientales y al esclarecimiento de algunos de los efectos
en salud a los que estas exposiciones podrian dar lugar. El estudio que se presenta
en esta memoria de Tesis Doctoral se enmarca en el contexto de la cohorte INMA-
Granada.

2. Objetivos

El objeto del presente trabajo es investigar la exposicion infantil a
contaminantes ambientales a través del agua, el agua y la dieta, y valorar sus
efectos sobre el desarrollo del nifio.

Para lograr este objetivo general se han planteado los objetivos especificos

siguientes:

1. Describir los niveles de trihalometanos en agua de consumo del area

geografica de referencia de la cohorte INMA-Granada, mediante la
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determinacion de las concentraciones de cloroformo, bromodiclorometano,
dibromoclorometano y bromoformo en el agua de consumo suministrada
por los principales sistemas que abastecen a los municipios de residencia
de la cohorte, y evaluar la influencia de determinados factores en dichas

concentraciones.

. Investigar los niveles de NO, y compuestos organicos volatiles medidos
con captadores pasivos en un conjunto de puntos del area de estudio, y
estimar la exposicion a NO, en cualquier punto del &rea para obtener una
aproximacion a la exposicion individual a contaminacion atmosférica
exterior en una submuestra de poblacion infantil de la cohorte INMA-

Granada.

. Cuantificar los niveles de 1-hidroxipireno en orina a los 4 afios de edad en
una submuestra de poblacién infantil de la cohorte INMA-Granada y
examinar su asociacion con factores relacionados con la exposicion a

hidrocarburos aromaticos policiclicos.

. Evaluar la relacion entre la exposicion individual a contaminacién
atmosfeérica derivada del trafico (NO;) y el desarrollo cognitivo evaluado a

los 4 afios de edad en una submuestra de la cohorte INMA-Granada.

. Describir la exposicion infantil a mercurio mediante la determinacion de
su contenido en pelo y evaluar el efecto combinado de esta exposicion y el
consumo de pescado sobre el desarrollo cognitivo evaluado a los 4 afios de

edad en una submuestra de la cohorte INMA-Granada.
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MATERIAL Y METODOS

1. Disefio del estudio

Con la finalidad de alcanzar los objetivos propuestos, se ha realizado un
estudio epidemioldgico observacional de cohorte de base poblacional, desde el

nacimiento del nifio hasta los 4 afos de edad.

2. Ambito geografico de estudio

El &rea de estudio definida se ubica en la provincia de Granada (sureste
peninsular) e incluye 54 municipios, con una poblacion total aproximada de
500.000 habitantes y una extensién de 4.000 km? (Figura 3.1). La zona de estudio
corresponde al ambito geografico del area de atencion primaria del Distrito
Metropolitano de Granada y parte del area sanitaria del Distrito Granada (zona sur
de la capital), cuyo hospital de referencia es el Hospital Universitario San Cecilio
(HUSC). El area cubre las comarcas de Valle de Lecrin, Vega Este y Oeste, Loja,
Alhama y Montefrio, extendiéndose por el sector oeste y sur de la provincia de
Granada (Figura 3.2).

Figura 3.1. Ambito geogréfico de estudio

75



Exposicion infantil a contaminantes ambientales en Granada y posibles efectos en salud

. Granada Sur

@ Metropolitano de Granada
' Granada Nordeste
Granada

28,4

2t
Zw

Figura 3.2. Distritos Sanitarios de la provincia de Granada

En el area de estudio se incluyen poblaciones de diferentes caracteristicas
sociodemograficas, que van desde la ciudad de Granada hasta pequefios nucleos
rurales alejados de la capital. Asi, para el analisis de los datos se establecieron tres
zonas con caracteristicas sociodemogréaficas, ambientales y de usos del suelo bien

diferenciadas (Figura 3.3).

@ Urbana
@ Metropalitana
“  Semiurbana-Rural

Figura 3.3. Clasificacion de zonas dentro del area de estudio.
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Estas zonas son las siguientes:
a. Urbana: ciudad de Granada, con 236.000 habitantes.

b. Metropolitana: incluye municipios con mas de 20.000 habitantes situados
en el “cinturéon” que rodea a la capital. Las zonas urbana y metropolitana
estan dedicadas basicamente a actividades del sector servicios y en ellas se
concentra una mayor densidad de poblacion y de tréfico.

c. Semiurbana-rural: incluye municipios con menos de 20.000 habitantes
(algunos de ellos con menos de 1.000 habitantes), dedicados basicamente a

la actividad agricola y forestal.

3. Poblacion de estudio

Entre octubre del afio 2000 y agosto del 2002 se constituyé en el HUSC la
cohorte poblacional INMA-Granada. Durante este periodo, las madres fueron
reclutadas cuando acudian al Hospital a dar a luz, quedando la cohorte finalmente
formada por un total de 700 parejas de madres y sus hijos varones recién nacidos.
La intervencion del Servicio de Obstetricia y Ginecologia y de la Unidad de
Paritorio del HUSC fue decisiva en el éxito del reclutamiento. De la poblacion
inicialmente incluida en la cohorte se seleccioné al azar, 4 afios después del
nacimiento, uno de cada tres sujetos participantes, con objeto de llevar a cabo el
seguimiento clinico a esa edad segun lo establecido en el protocolo establecido en
el estudio INMA (Ramon et al., 2005) (véase Tabla 3.1). Este seguimiento tuvo
lugar en el periodo de tiempo comprendido entre septiembre de 2005 y septiembre
de 2006. El tamafio final de la poblacion incluida en el estudio de la presente Tesis
Doctoral fue de 220 sujetos, correspondiente a la submuestra de varones sanos

que participé en el seguimiento a los 4 afios de edad.

Los criterios de inclusion de sujetos en la cohorte en el momento del

nacimiento fueron los siguientes (LOpez-Espinosa, 2006):

1. Consentimiento informado (véase Anexo 1.1): los padres del nifio fueron
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informados de los objetivos y procedimientos del estudio al solicitar su
participacion. La colaboracion en el estudio significaba responder al
cuestionario epidemioldgico, consentir la utilizacion de la informacion
necesaria de su historia clinica y acceder a la toma de muestras bioldgicas

(placenta, sangre de corddn umbilical, leche materna, etc.).
2. Disponibilidad del cuestionario realizado a la madre.
3. Disponibilidad del examen fisico del nifio.

4. Disponibilidad de las muestras biol6gicas, descartandose aquellos
individuos que, por razones ajenas a la voluntad del investigador o al
personal clinico, no se pudo obtener la muestra biolégica para su
procesamiento o bien hubo pérdida de las mismas, por fallos puntuales en
el proceso de transporte, identificacion y almacenamiento.

Los criterios de inclusién de sujetos a los 4 afios de edad en cada uno de
los estudios particulares de esta Tesis Doctoral, se contemplan en la seccion de

Resultados, en funcién de los objetivos concretos planteados en cada uno de ellos.

4. Seguimiento clinico: protocolo 4 afos.

Entre septiembre de 2005 y septiembre de 2006 se contactd
telefénicamente, y mediante una carta enviada a los domicilios por correo postal
(Anexo 2), con una submuestra (33%) de las familias participantes en el estudio
INMA-Granada, invitdndoles a acudir al HUSC para realizar el seguimiento de
sus hijos a los 4 afios de edad. Los padres fueron citados con sus hijos en la
Unidad de Atencion Temprana y Estimulacion Precoz del Servicio de Pediatria
del HUSC, de lunes a viernes, y generalmente por la tarde. La visita se planifico
para que no tuviera una duracion superior a los 90 minutos y en ella participo
personal debidamente entrenado (psicologos, pediatras, encuestadores) para llevar
a cabo la recogida de informacién mediante cuestionarios, exploracién fisica,

evaluacion neuropsicoldgica y recogida de muestras biologicas (Tabla 3.1).
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En la llamada telefénica y de nuevo al comienzo de la visita, los padres
fueron informados de los objetivos especificos del seguimiento y del examen que
se iba a realizar a sus hijos, firmando una nueva hoja de consentimiento
informado (Anexo 1.2). También ellos fueron entrevistados para obtener
informacion acerca de su estado civil actual (con pareja/sin pareja estable), n° de
embarazos posteriores, cambio de domicilio, situacion laboral de la madre vy el

padre, y tipo de empleo.

1 afio 4 afnos

Nacimiento (2000/2002) (2002/2003) (2005/2006)

=y .
n=700 varones sanos n=220 nifios (=33%)

Muestras
biologicas y e Placenta: DE .
; 4. Orina: 1-OHP (n=174)
biomarcadores ¢ Sangre cordon: DE Pelo: mercurio (n=112)

e Leche materna: DE

Cuestionario “Salud E:uzrsr?t())inz??sz
Reproductiva” ek
¢ Uso y consumo de agua.
Variables: ¢ Frecuencia alimentaria.
Cuestionarios ¢ Sociodemogréficas. * Estado general salud nifio
e Psicoldgicos: Atencion y

e Antropometria madre

e Historia clinica.

o Historia reproductiva.

e Estilo de vida: tabaco,
alcohol, etc.

conducta, Competencia
social (nifio), Salud
mental y Vinculo afectivo
(padres).

Caracteristicas nifio:

Caracteristicas recién nacido: .
e Antropometria.

Exploraciones/ =/ Ao

Tests o Neurodesarrollo: test
¢ Desarrollo sexual McCarthy (n=210)
Contaminacion atmosférica:
Campafias captadores: NO,
Contaminacion y COVs (76 puntos)
atmosférica: ¢ Noviembre 2005
Mediciones o e Septiembre 2006
h Campafia piloto
ambientales captadores pasivos:  Agua de consumo:
NO, y COVs (76 Campafias muestreo: THM
puntos) (41 puntos).

¢ Noviembre 2003 e Marzo 2006
e Septiembre 2006
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4.1. Evaluacién neuropsicoldgica

En la visita programada para el seguimiento a los 4 afios se llevo a cabo la

evaluacion de las habilidades cognitivas y psicomotoras de los nifios mediante las
Escalas McCarthy de Aptitudes y Psicomotricidad (MSCA) (McCarthy, 1972), en

la Unidad de Atencion Temprana y Estimulacion Precoz del HUSC de Granada.

El test de McCarthy es apto para la evaluacion neuropsicolégica de nifios

de entre 2,5 y 8,5 afios de edad. A través de una amplia serie de tareas de caracter

ludico se evaltian aspectos cognitivos y psicomotores del desarrollo del nifio. El

test estd integrado por 18 pruebas que dan lugar a 6 escalas, que son las

siguientes:

1)

2)

3)

4)

Verbal: se obtiene a partir de las pruebas de memoria pictdrica,
vocabulario, memoria verbal y fluidez verbal y con ella se evalta la
aptitud del nifio para expresarse verbalmente, asi como la madurez de sus

conceptos verbales.

Perceptivo-manipulativa: se obtiene a partir de las pruebas de
construccién con cubos, rompecabezas, secuencia de golpeo, orientacion
derecha-izquierda, copia de dibujos, dibujo de un nifio y formacion de
conceptos y evalla la capacidad de razonamiento mediante la
manipulacion de materiales. Ademas, se ponen en ejercicio aptitudes como
la imitacién, la clasificacién logica y la organizacion visual en diferentes
tareas espaciales, perceptivo-visuales y conceptuales.

Numérica: se obtiene a partir de las pruebas de calculo, memoria
numérica y recuento y distribucion, y con ella se evalla la facilidad del

nifio para los nimeros y su comprension de términos cuantitativos.

Memoria: se obtiene a partir de la memoria pictdrica, secuencia de golpeo,
memoria verbal y memoria numérica, y evalla la memoria de materias o

contenidos de pequefia amplitud, tanto de estimulos visuales como auditivos.
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5) Motricidad: se obtiene a partir de la coordinacion de brazos, coordinacion
de piernas, accién imitativa y dibujo de un nifio, y evalla la coordinacién

del nifio en la ejecucion de diferentes tareas motoras finas y no finas.

6) General cognitiva: integrada por las escalas verbal, perceptivo-

manipulativa y numérica.

A partir de la escala general cognitiva, el MSCA permite obtener un indice
General Cognitivo (IGC), que se correlaciona con el coeficiente intelectual de la
Escala Wechsler para nifios en edad preescolar y primaria (WPPSI) y con el test
de inteligencia Stanford-Binet para nifios (Jacobson et al., 1990). El IGC se
obtuvo mediante la estandarizacion de las puntuaciones para una media de 100 y
una desviacién tipica de 15. Para el resto de escalas del test, también se
estandarizaron las puntuaciones, con una media de 50 y una desviacion tipica de
10. El IGC permite evaluar los procesos mentales generales del nifio mostrando su

nivel intelectual en relacion con el de otros nifios de su misma edad cronoldgica.

Una vez realizadas las evaluaciones, las escalas del test MSCA fueron
reagrupadas para la obtencion de nuevas puntuaciones relacionadas con areas
directamente implicadas en determinadas funciones neuropsicoldgicas. Se crearon
asi nuevos “constructos” con el fin de detectar posibles efectos méas especificos

gue con las puntuaciones directas del test. Las nuevas sub-areas fueron:

1) Memoria de trabajo: se refiere a las habilidades cognitivas relacionadas
con el almacenamiento temporal y el tratamiento de la informacion
necesaria para llevar a cabo tareas cognitivas tales como el lenguaje, el

razonamiento y la comprension.

2) Memoria a corto plazo: se refiere al namero de items, normalmente

palabras o numeros, que el nifio puede retener y enumerar.

3) Memoria verbal: se refiere a la capacidad de reconocimiento, retencién y

repeticion de palabras.
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4) Funcion ejecutiva (para la informacién visual y verbal): se refiere a
aquellas habilidades cognitivas que permiten la anticipacién y el
establecimiento de metas, la formacidn de planes y programas, el inicio de
las actividades y operaciones mentales, la autorregulacion de las tareas y la

habilidad de llevarlas a cabo de manera eficiente.

5) Funcion motora gruesa: se refiere a las habilidades motoras relacionadas
con el equilibrio, la coordinacion y el control postural (mantenerse en pie,

levantarse, caminar, etc.)

6) Funcion motora fina: se refiere a las habilidades motoras relacionadas
con la coordinacion de los movimientos de los musculos pequefios, como
el movimiento de los dedos, normalmente en coordinacién con el

movimiento de los 0jos.

De este modo se obtuvo un total de 12 variables neuropsicoldgicas: 6

puntuaciones estandarizadas (o indices) y 6 funciones (o constructos).

Dos psicologos debidamente entrenados realizaron el test al conjunto de
los 220 nifios citados, aunque la evaluacion se complet6 para 210 (95,5%). El test
no se pudo finalizar para 10 de ellos por razones de apatia, rechazo o cansancio.
No se encontraron diferencias significativas en cuanto a las caracteristicas de la
poblacion de estudio, entre los nifios que completaron el test y los que no lo
completaron. Se intento, en lo posible, que el examen se realizase sin la presencia
de los padres o parientes proximos y, en las pocas ocasiones en que no pudo
lograrse, el pariente permaneci6 en un segundo plano. El tiempo de aplicacion del
test MSCA fue de aproximadamente 50-60 minutos para cada nifio.

Se llevd a cabo un protocolo de control de calidad riguroso para evitar la
variabilidad inter-observador, incluyendo entrenamientos inter-evaluador y un test
de “repetibilidad”. La finalidad de este control de calidad era minimizar las
posibles diferencias entre los distintos observadores. Para que el control de
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calidad fuese efectivo, el psicologo coordinador dentro de la Red INMA
(especialista en la administracion de este test en particular) llevd a cabo la
formacion, el entrenamiento, la coordinacién y los controles de los psicologos
evaluadores en cada una de las cohortes que administraron el test MSCA, incluida

la cohorte de Granada.

4.2. Crecimiento postnatal

Durante la visita al HUSC se realiz6 también un examen pediatrico que
incluia la somatometria completa del nifio, con objeto de evaluar su crecimiento.
El pediatra recogio todos los datos antropométricos en una plantilla disefiada ad
hoc (Anexo 3). Las variables antropomeétricas recogidas que se han utilizado en

este trabajo son:

o Talla: representa la medida antropométrica (cm) que refleja el crecimiento
longitudinal. Esta variable se midi6 en bipedestacion, sin calzado, en una
bascula con estadimetro, en posicion de pie, desde el borde inferior de los
talones hasta el borde superior de la cabeza. La talla se ve generalmente
afectada por eventos sub-agudos y crénicos, solamente después de haberse

afectado el peso corporal.

e Peso: el peso corporal es una variable antropométrica (kg) que representa
nutricion, aunque existen otras medidas con las que se valora nutricién de
una manera mas precisa, como el indice de Masa Corporal (IMC) o indice
de Quetelet. Esta variable se tomdé en una bascula calibrada, en
bipedestacién sin calzado, con ropa interior y bata hospitalaria. EI peso
corporal es basico en el control de la salud de los nifios y es indispensable

para calcular el IMC.
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4.3. Cuestionarios

Cuestionarios pediatricos

Ademas de la exploracion fisica, los padres del nifio contestaron a dos

cuestionarios mediante entrevista personal con el pediatra:

o General (Historia clinica y alimentacion): recoge informacién sobre las
visitas pediétricas, infecciones, alergias, enfermedades u otro tipo de
incidencias médicas durante los 4 primeros afios de vida del nifio. También
se recogié informacion del tipo de lactancia (pecho/parcial/artificial) y
duracién (semanas/meses), consumo de otros liquidos durante la lactancia
y edad (meses) de introduccion de alimentos complementarios (fruta,

verduras, carne, pescado, huevos, etc.) (Anexo 4).

e Cuestionario de frecuencia alimentaria del nifio a los 4 afios de edad
(Anexo 5).

Con el fin de evaluar la ingesta dietética diaria del nifio a la edad de 4 afios,
el pediatra administré a los padres un cuestionario semi-cuantitativo de frecuencia
alimentaria (CFA). Este CFA es una version adaptada a poblacion infantil del
cuestionario Harvard (Willet, 1985), validado previamente para poblacion adulta
espafola (Vioque y Gonzélez, 1991; Vioque, 2006). El cuestionario esta
compuesto de 95 items de alimentos que pretenden recoger el promedio de la
frecuencia de ingesta de los grupos de alimentos mas comunes en los nifios
durante los Gltimos 12 meses, y tiene 9 respuestas posibles, desde “nunca 6 menos
de 1 vez al mes” hasta “6 6 mas veces al dia”. Para el caso particular del consumo
de pescado y marisco, el cuestionario incluye las preguntas que se detallan en la
Tabla 3.2.
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items Cantidad preguntada Variedades

Pescado frito o

) 1 plato mediano o racién -
rebozado variado

Pescado hervido o

1 plato o racion Merluza, lenguado, dorada
plancha blanco
Pescado hervido o . Atun, pez espada, bonito,
1 plato o racién ., A
plancha azul boquerén, salmoén
Pescado en conserva 1 lata pequefia de 50 g AT, S, SR,
caballa
. , ~ Almejas, mejillones,
Bivalvos 1 racién o lata pequefia de 50 g berberechos
Cefal6podos 1 racion pequefia de 50 g Calamares, sljplrories;
sepia, choco, pulpo
Marisco 1 racion pequefia de 50 g CEImsEE, EElE,

langostino, langosta

Asi, para valorar el consumo de pescado -necesario en el estudio de
exposicion a mercurio- se calculd, a partir de estas 7 preguntas, la ingesta de cada
grupo de pescado y el consumo medio diario en gramos para cada nifio.
Posteriormente, se obtuvo el consumo total de pescado, en gramos, mediante la
suma de las ingestas calculadas para cada uno de los 7 items, y para la suma del
consumo total de los 4 tipos de pescado (frito, blanco, azul y en conserva). No
obstante, en los analisis posteriores sélo se utilizaron las variables relacionadas
con los 4 items de pescado propiamente dicho, ya que la frecuencia de consumo

de bivalvos, cefalépodos y marisco fue muy baja en estos nifios.

Cuestionarios psicoldgicos

Al mismo tiempo que los nifios eran evaluados mediante el test MSCA, los
padres contestaron a 3 cuestionarios psicolégicos administrados por personal
entrenado, con el fin de valorar la posible influencia de determinados factores
psicolégicos en el rendimiento cognitivo de los nifios. Con este mismo fin, se

enviaron 2 cuestionarios a los profesores para recoger informacion relacionada

85



con la actividad, la atencion y la conducta social del nifio en el colegio, que fueron
auto-cumplimentados y devueltos al HUSC. Los cuestionarios fueron los

siguientes:

e Cuestionario de Salud Mental de la madre y del padre (2 cuestionarios)
(Anexo 6).

o Cuestionario de Vinculo Afectivo de la madre hacia el nifio y del padre

hacia el nifio (2 cuestionarios) (Anexo 7).

o Cuestionario sobre diagnostico del Trastorno de Déficit de Atencion e
Hiperactividad (TDAH) del nifio segiin el DSM-IV (un cuestionario para

los padres y otro para el profesor).

o Escalas California sobre Competencia Social del Nifio en edad preescolar,

que evalla su conducta social (un cuestionario para el profesor).

Para el trabajo de esta Tesis Doctoral se utilizaron Gnicamente los datos de
Salud Mental y Vinculo Afectivo de los padres, como posibles variables
confusoras del desarrollo cognitivo a los 4 afios (Jacobson y Jacobson, 2005). Los
resultados de los cuestionarios de TDAH y Competencia Social estan siendo
estudiados como nuevas variables neuroconductuales del nifio (variables respuesta
o de efecto) posiblemente afectadas por la exposicion a contaminantes

ambientales.

El cuestionario de Salud Mental (General Mental Health Questionnaire —
GHQ-) esté disefiado para identificar, particularmente en el ambito de la atencion
primaria, estrés psicoldgico y cambios a corto plazo en la salud mental (Goldberg
y Williams, 1988). EI GHQ se ha usado extensamente en muchos estudios para
identificar factores de estrés psicologico, ansiedad, falta de habilidades sociales y
sintomas psicosomaticos. En este estudio, se utilizo la version de 12 items, que es
la mas utilizada en la practica clinica y en estudios epidemiolégicos. Esta version

proporciona una puntuacion adimensional que oscila entre 0 y 36 puntos. Una
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mayor puntuacion indica una peor salud mental.

El cuestionario de Vinculo Afectivo materno y paterno (Parent-to-Infant
Attachment) se compone de 19 items y evalUa el grado de apego emocional de la
madre y del padre hacia el nifio, la ausencia de hostilidad y el placer de la
interaccion con el nifio (Condon y Corkindale, 1998). La puntuacion del
cuestionario oscila entre 19 y 45 puntos. Una puntuacion mas alta es indicativa de

un mayor sentimiento afectivo de la madre/padre hacia el nifio.

Cuestionarios ambientales

Para la recogida de datos sobre exposicion ambiental se utilizaron dos
cuestionarios administrados por entrevista personal: un cuestionario Ambiental y
otro sobre Uso y Consumo de agua. Estos dos cuestionarios fueron disefiados ad

hoc y validados por los investigadores de la Red INMA.

e Ambiental: orientado principalmente a recoger informacion sobre la
exposicién a contaminantes atmosféricos, tanto en el interior de la
vivienda del nifio como en sus alrededores. Asi, se obtuvo informacion
respecto a la localizaciéon de la casa (tipo de calle, distancia a zonas de
trafico), las posibles fuentes en el exterior (molestias por ruidos y olores,
percepcion de la intensidad de trafico) y variables relevantes en cuanto a la
exposicién en el interior de la vivienda: cocina (eléctrica/gas), extractor
(si/no), calentador de agua (eléctrico/gas) calefaccion (ninguna/eléctrica
/gas/chimenea), aire acondicionado (si/no), ventilacién, ndmero de
personas viviendo en ella, nimero de fumadores, frecuencia de consumo

de tabaco en la vivienda (n° cigarros al dia), entre otras (véase Anexo 8).

« Cuestionario de uso y consumo de agua: con este cuestionario se recogio
informacion sobre el uso y consumo de agua del nifio (4 afios) y, de
manera retrospectiva, de la madre durante el embarazo. Se obtuvo

informacidn sobre el origen, frecuencia y tipo (grifo/embotellada) de agua
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utilizada para bebida y para cocinar, asistencia a piscinas (frecuencia y
duracion), bafios y duchas (frecuencia y duracién) (Anexo 9).
4.4. Muestras biologicas

En la visita programada para el seguimiento de los nifios se recogieron
distintas muestras bioldgicas para determinar mediante cuantificacion directa los

analitos de interés.

Orina: andlisis de 1-hidroxipireno

Se recogieron muestras de orina (=30 ml) de 174 de los 220 nifios
evaluados a los 4 afios (79%). Las muestras se mantuvieron congeladas en botes
de polipropileno a -20 °C en el Laboratorio de Investigaciones Médicas del HUSC,
hasta su envio al Laboratorio del Departamento de Salud Publica de Bilbao (Pais
Vasco) para el andlisis de 1-hidroxipireno (1-OHP), metabolito utilizado como
indicador de la exposicion individual a hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPSs).

Para la determinacion de 1-OHP, las muestras se descongelaron,
atemperaron y homogeneizaron. A una alicuota de 10 ml de orina se adicionaron
10 ml de tampon acético-acetato 0,2 M (pH 5) y 100 pl de enzima B glucuronidasa
arilsulfatasa. La mezcla se dejo en una estufa a 37 °C durante 18 horas.
Posteriormente, el 1-OHP se extrajo mediante extraccion solido-liquido con
acetonitrilo/agua (90:10), utilizando cartuchos RP-18 (Merck) previamente
acondicionados. El extracto se llevé a sequedad bajo corriente de nitrogeno y se
redisolvio en 1 ml de acetonitrilo para su andlisis. EI método de cuantificacion
empleado fue cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con detector de
ultravioleta/fluorescencia (242 y 388 nm), y columna HPLC RP-18. El limite de
cuantificacion (LC) fue de 0,03 ng/ml orina. A las muestras de orina con una

concentracion <LC se asigno un valor igual a la mitad del LC.
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La concentracion de 1-OHP, expresada en ng/ml de orina, se determino por
interpolacion del &rea del pico del compuesto en la recta de calibrado.

Para tener en cuenta el distinto volumen de orina de cada individuo, las
concentraciones de 1-OHP fueron corregidas por la concentracion de creatinina de
cada muestra, expresandose finalmente las concentraciones de 1-OHP en
umol/mol creatinina (=nmol/l de orina / creatinina (g/l) x 8,84). La concentracion
de creatinina se determiné por el método Jaffé, en un autoanalizador Hitachi 911,

y se expresé en mg/dl (factor de conversion= 88,4).

Los criterios de calidad del método empleado incluian: i) anélisis de
blancos de la misma matriz, ii) marcado de blancos con concentraciones
conocidas de 1-OHP, incluyendo concentraciones proximas al limite de deteccion
y cuantificacion, iii) analisis de duplicados y iv) recuperacion de concentraciones

conocidas.

Pelo: andlisis de mercurio

Se tomd una muestra de pelo del nifio, cortando de la region occipital la
méaxima cantidad posible, obteniendo como minimo 10 mg de muestra. El pelo se
recogié en bolsas cerradas de plastico con ranura impermeable (zip-lock). Las
muestras se guardaron y conservaron a temperatura ambiente en el Laboratorio de
Investigaciones Médicas del HUSC hasta su envio al laboratorio receptor, en este
caso, el Departamento de Quimica Ambiental del Instituto de Investigaciones
Quimicas y Ambientales (IIQA) del CSIC en Barcelona, donde se realizo el
analisis de mercurio total (T-Hg). Se determiné la concentracion de T-Hg en 112
muestras de pelo (51%). Con el fin de conocer la contribucion de metilmercurio
(MeHg) al contenido de T-Hg en pelo, se determind la concentracion de MeHg en

la submuestra de 32 nifios (15%) con los niveles mas altos de T-Hg.

El analisis de T-Hg se llevo a cabo mediante combustion directa usando un

analizador tipo AMA-254 (Advanced Mercury Analyzer) de Leco Corp. (Altec,
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Praga, Republica Checa), siguiendo una metodologia previamente descrita por
Diez y colaboradores (2007). Las muestras de pelo se pesaron previamente en una
balanza de precision. El andlisis estaba basado en combustion catalitica de la
muestra, desorcion térmica y deteccidn por espectrometria de absorcion atomica.
El procedimiento analitico fue validado mediante el analisis de Materiales de
Referencia Certificada (Certified Reference Material -CRM-) de pelo humano.
Los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC) fueron de 0,0027 ug/g T-
Hg y 0,009 pg/g T-Hg, respectivamente.

Para el analisis de MeHg las muestras de pelo se sometian a una digestion
previa en caliente (100 °C) con una solucion de acido nitrico (350 ul). Una
alicuota de 25 pl de esta solucion se transferia a un tubo que contenia tampon
acetato y 40 pl de dipentiléter (14 ng/g), como estandar interno. La muestra se
derivatizaba con una solucion al 1% de NaBEt, y se extraia mediante micro-
extraccion en fase solida. Finalmente, se empled un sistema cromatografico
formado por un cromatografo de gases (modelo Carlo Elba FTV 4130, Milan,
Italia), equipado con un espectrébmetro de fluorescencia atdmica por vapor
(modelo CVAFS, Tekran Model 2500, Toronto, Canadd), siguiendo una
metodologia previamente descrita (Diez y Bayona, 2002; Montuori et al., 2004;
Diez et al., 2009). La fluorescencia tenia lugar a una longitud de onda de 253,5
nm. Se empled una columna de silice de 15 m x 0,32 mm de didmetro interno y
0,25 pum de grosor. El LD fue de 0,04 ug/g MeHg y el LC de 0,08 pg/g MeHg.
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5. Monitorizacién ambiental

5.1. Subproductos de la cloracion

El agua suministrada en el area de estudio procede de varios sistemas de
abastecimiento. Los sistemas principales son los conocidos como Queéntar-
Canales, Vegas del Genil y Los Bermejales, de origen superficial, y Cullar Vega-
Las Gabias, Mancomunidad Rio Monachil, Ogijares y Loja, de origen
subterraneo, que abastecen en total a 460.000 habitantes, en su mayoria poblacion
urbana, y son gestionados por cuatro empresas diferentes. El resto de
abastecimientos corresponde a ndcleos semiurbanos y rurales con menos de
10.000 habitantes, donde la gestion del tratamiento y suministro del agua la

realizan los ayuntamientos.

Para evaluar la variabilidad estacional de trihalometanos (THM) se
realizaron dos camparias de recogida de agua potable, una en invierno (marzo) y
otra en verano (septiembre) de 2006, midiendo dos veces en cada punto. La
seleccién de los puntos muestreados se realizd teniendo en cuenta los siguientes
criterios: 1) municipios con mayor nimero de nifios incluidos en la cohorte, 2)
nacleos del area de estudio con mayor poblacion y 3) principales sistemas de
abastecimiento de agua de la zona. De esta forma se seleccionaron 41 puntos de
muestreo distribuidos en 31 municipios y 25 sistemas de abastecimiento, 7

superficiales y 18 subterraneos.

Toma de muestras

Se recogi6 agua fria del grifo, en locales y en fuentes publicas, en 2 viales
de vidrio de 40 ml con tapdn de rosca y sello de teflon, dejando correr el agua
durante 1 minuto y evitando la formacion de burbujas y/o camara de aire entre el
agua recogida y el tapén del envase. Los viales contenian 5 mg de tiosulfato
sodico para evitar una reaccion posterior entre el cloro libre y la materia organica

residual. Durante la recogida, se determino la temperatura y el pH de cada
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muestra. Todas las muestras se mantuvieron a una temperatura de 4 °C durante el
almacenamiento y transporte al laboratorio de anélisis (Laboratorio de Quimica
Ambiental del Instituto de Investigaciones Quimicas y Ambientales -11QA- del
CSIC, en Barcelona). Se siguieron las instrucciones del protocolo establecido por
el laboratorio para minimizar la pérdida de THM por volatilizacion, de manera
que las determinaciones analiticas se realizaran siempre antes de transcurridos 14

dias tras la recogida

Determinacién analitica de trihalometanos

El  andlisis de cloroformo,  bromodiclorometano  (BDCM),
dibromoclorometano (DBCM) y bromoformo se realizd siguiendo un
procedimiento previamente optimizado (Amaral, 1994), que consiste en un
sistema de purga y trampa seguido de cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (CG-EM).

Se introdujeron 180 g de un material absorbente (Ténax TA: polimero de
p-2,6-difenilo oxido de fenileno) en cartuchos de acero y se acondiciond por
primera vez con un flujo de He de 100 ml/min, a temperaturas sucesivas de 250,
300, 325 y 350 °C en periodos de 30 min. Los lavados posteriores se hicieron a
325 °C durante 10 min. Se utilizaron patrones externos para la cuantificacion de
los niveles de THM en concentraciones de 0,1 hasta 10 ppm (mg/l). A
continuacion, se inyectaron 5 ml de muestra de agua al mecanismo de purga y
trampa con una jeringa. Una corriente de He de 40 ml/min atravesé la muestra
durante 11 min. Durante este tiempo los compuestos voléatiles fueron arrastrados
de la muestra de agua al material absorbente, donde quedaban retenidos.
Transcurridos los 11 min se sac6 el cartucho y se cerré herméticamente. Para
muestras posteriores se lavd el contenedor de la muestra con agua de
cromatografia varias veces. Cuando los compuestos volatiles quedaron retenidos,

se procedio a la desorcion térmica automatizada (ATD 400 Perkin Elmer),

92



acoplada a un cromatdgrafo de gases con detector de captura electrénica. La
columna cromatografica era de silice fundida (DB-624) con un diametro de 0,53
mm y 75 cm de longitud. La fase mdvil era He con un flujo de 8 ml/min. La
temperatura del detector fue de 290 °C. El gas complementario del detector era
nitrogeno con un flujo de 34 ml/min. El gradiente de temperatura de la columna
cromatogréfica fue: 40 °C (5 min), 40-160 °C (5 °C/min), 160 °C (1 min), 160-210
°C (10 °C/min) y 210 °C (5 min). La cuantificacion de las concentraciones de
THM en las muestras se realizd interpolando las éareas de los picos
correspondientes a los cuatro compuestos a través de la recta de calibrado
obtenida con las soluciones patrén. EI LD fue de 0,08 ug/l para cloroformo; 0,05
ug/l para BDCM y DBCM; y 0,1 pg/l para bromoformo. Cuando la concentracion

<LD se asign6 un valor igual a la mitad del LD.

Para validar la técnica analitica utilizada se tomaron muestras por
duplicado en las distintas areas de estudio de la Red INMA. Las mismas muestras
se analizaron en el laboratorio del CSIC de Barcelona y en otro laboratorio de
referencia siguiendo la metodologia descrita anteriormente, y se realiz6 la

comparacion de los resultados.

5.2. Contaminantes atmosféricos

Para realizar una evaluacion de la calidad del aire en zonas geogréficas
amplias se utiliza, como aproximacién metodoldgica, la técnica de Grid (o de
rejilla). Esta técnica consiste en definir en el mapa de la zona a estudio una malla
rectangular de celdas regulares, que puede tener un tamafio diferente segun el
grado de interés que presente cada sub-zona (densidad de poblacion, grado de

industrializacion, etc.), y ubicar en cada nodo de la celda un captador pasivo.
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Exposicion infantil a contaminantes ambientales en Granada y posibles efectos en salud

Figura 3.4. Enrejado para el muestreo de NO, y COVs en el area urbana

Como se indico con anterioridad, en el area de estudio se establecieron tres
zonas diferenciadas: zona urbana, metropolitana y semiurbana-rural. En la zona
urbana (distrito Zaidin) se disefié un enrejado de nodos con una separacién regular
de 300 m (Figura 3.4).

El distrito urbano de referencia es particularmente importante debido a la
alta densidad de trafico y la actividad comercial. Los captadores se ubicaron en
localizaciones cercanas a calles de trafico medio-alto. En lo que respecta al area
metropolitana y semiurbana-rural, por razones geogréaficas y de distribucién de la
poblacion, los captadores se ubicaron segin una distribucién irregular, con una
separacién variable que viene dada por la situacion de los nucleos de poblacién
donde residen los nifios, colocando un captador por municipio. En total, se
seleccionaron 76 puntos de muestreo para representar el gradiente de exposicion
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de la poblacién de estudio y la variabilidad espacial de las concentraciones
atmosféricas de los contaminantes de interés (Tabla 3.3; Figuras 3.4 y 3.5).

En cada uno de puntos seleccionados se registraron los niveles ambientales
de NO, y compuestos organicos volatiles (COVs) (benceno, tolueno, etilbenceno,
orto-xileno y meta+para-xileno) en aire exterior, mediante captadores de difusion
pasiva tipo Radiello® (Centro de Investigaciones Ambientales, Fundacion S.
Maugeri, Padova, Italia), colocados en farolas de alumbrado publico o balcones de
edificios. Estos captadores pasivos de simetria radial fueron cedidos por el
Instituto de Salud Carlos 1l (ISCII) de Madrid (Area de Contaminacion
Atmosférica). Con el fin de conocer la distribucion estacional de los
contaminantes atmosféricos se programaron tres campafias de muestreo de 7 dias
de duracion cada una. EI muestreo se llevo a cabo de manera simultanea en los 76

puntos de muestreo, para evitar la influencia de las variaciones temporales.
La distribucién de los puntos de muestreo fue la siguiente (Figura 3.5):

e Zonaurbana (U): 26 puntos (separacion de 300 m) (Figura 3.4).

e Zona metropolitana (M): 16 puntos, separacion variable (1 captador por

municipio, situando los captadores en el casco urbano).
e Zona semiurbana-rural (SR): 34 puntos, separacion variable (1 captador

por municipio, situando los captadores en el casco urbano).

Las coordenadas geograficas de los puntos se obtuvieron mediante GPS.
La medicion de NO, y COVs con captadores pasivos se realizd en las siguientes
campafas de muestreo:
o Piloto: del 26 de noviembre al 3 de diciembre de 2003.
o Noviembre: del 8 al 15 de noviembre de 2005.
o Septiembre: del 6 al 13 de septiembre de 2006.
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Exposicion infantil a contaminantes ambientales en Granada y posibles efectos en salud

Urbana
Metropolitana
Semiurbana-rural
Puntos de muestreo

Figura 3.5. Puntos de muestreo de NO, y COVs en el &rea de estudio

La precision de los niveles registrados con los captadores pasivos se
estimd, en cada campafia, mediante el uso de duplicados, los cuales se colocaron
junto a los captadores en varios puntos de muestreo. Con los resultados se calculd
la variabilidad de la concentracion del contaminante muestreada por los
captadores.

Para minimizar el efecto del viento, de la lluvia y de las altas insolaciones,
los captadores se colocaron protegidos dentro de una caja de plastico de sélo tres
lados que fueron fijadas por medio de unas bridas a una farola, balcén, etc.
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Los criterios seguidos para la colocacion de los captadores fueron los

siguientes:

1.
2.

Los captadores se colocaron entre 2 y 3 m sobre el nivel del suelo.

Se situaron de manera que no estuviesen cerca de fuentes puntuales de
emision de los contaminantes de interés, para no medir concentraciones
que no fuesen representativas. Se evitaron zonas como cruces y rotondas
con una elevada densidad de tréafico, asi como seméforos, gasolineras,

paradas de autobuses y taxis.

En las calles, se situaron en las aceras proximas a una de las filas de los
edificios que las delimitaran, lo mas cerca posible del borde exterior de las

mismas, respetando un minimo de medio metro de la linea de edificio.

En las proximidades de las calles con circulacion de tréafico intenso, los
captadores se colocaron en parques publicos o largas avenidas bien
ventiladas. En ausencia de eéstas se ubicaron en calles secundarias

perpendiculares, a unos 50 m de distancia de la via principal.

En caso de que existiera cerca algin tipo de obstadculo que pudiera
producir apantallamiento, el captador se situd, al menos, a una distancia

del obstaculo de dos veces la altura del mismo.

Se evitd la colocacion en otras zonas en las que existiera posibilidad de
estancamiento de las masas de aire, donde existirian concentraciones

elevadas de NO,.

Los arboles proporcionan superficies de absorcion para el NO; y obstruyen
el flujo de viento. Para reducir esta posible interferencia, los captadores se

situaron a una distancia de >10 m de los arboles.

. Se procuro ubicar los captadores en zonas despejadas.
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Area
Atencion
Primaria

Granada

Alhama de
Granada

Armilla

Cenes de la

Vega

Montefrio

Valle de
Lecrin

illora

Municipio

Granada
Alhama de
Granada
Arenas del Rey
Cacin
Jayena
Sta. Cruz del
Comercio
Zafarraya

Alhendin
Armilla
Dilar

Otura
Cenes de la
Vega
Dudar
Guéjar Sierra
Pinos Genil
Quéntar
Algarinejo
Montefrio

Albufiuelas

Ddrcal
Lecrin

Padul
El Pinar
El Valle

Villamena
Tocoén

Caddigo

(Zona)

GR (U)
GAA (SR)

GAR (SR)
GAC (SR)
GAJ (SR)

GAS (SR)
GAZ (SR)
GMM (M)
GVA (M)
GVD (M)
GVL (M)
GCC (M)

GCD (SR)
GCG (SR)
GCP (SR)
GCQ (SR)
GMA (SR)
GMM (SR)

GVA (SR)

GVD (SR)
GVL (SR)

GVP (SR)
GVE (SR)
GVV (SR)

GVI (SR)
GTO (SR)

Area
Atencion
Primaria

Municipio
Agron

Churriana

Cdllar Vega
Esclzar
Las Gabias

La Malaha

Churriana
de la Vega

Vega del Genil
Ventas de
Huelma
Huétor Tajar
Moraleda de
Zafayona
Salar
Villanueva de
Mesias
Céjar
Gojar
Huétor Vega
Monachil
Ogijares
La Zubia
Castillo de
Tajarja
Pefuelas
Santa Fe
Fuentes
Camacho
Loja
Torre
Agricampo

Huétor
Tajar

La Zubia

Santa Fe

Loja

Zagra

Caodigo
(Zona)
GUA (SR)
GUU (M)

GUC (M)
GUE (SR)
GUL (M)

GUM (SR)
GUV (M)
GUH (SR)
GHH (SR)
GHM (SR)
GHS (SR)
GHV (SR)

GZC (M)
GZG (M)
GZH (M)
GZM (M)
GZO (M)
GZZ (M)

GSC (SR)

GSP (SR)
GSS (SR)

GLF (SR)
GLL (SR)
GLT (SR)

GLZ (SR)

U: zona urbana; M: zona metropolitana; SR: zona semiurbana-rural
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Determinacion analitica de NO, y COVs

Los captadores pasivos son dispositivos capaces de tomar muestras de
gases 0 vapores de la atmdsfera por el proceso fisico de difusion gaseosa (Ley de
Fick), a través de una capa estatica de aire 0 un material poroso y/o permeacion a
través de una membrana, pero sin implicar el movimiento activo del aire a través
del dispositivo. La determinacion analitica de NO, y COVs se realizé en el Centro
Nacional de Sanidad Ambiental del ISCIII (Majadahonda, Madrid).

Los captadores utilizados para la determinacion de la concentracion de
NO, adsorben el gas mediante difusion molecular en un cartucho impregnado en
trietanolamina (TEA) en solucion etandlica. La concentracion del gas se
determind mediante espectrofotometria. Después de la exposicion, el NO, se
extrajo mediante la adicion de 6,5 ml de agua Milli-Q y por agitacion en bafio de
ultrasonido con agua durante 30 min. Se tomaron 100 pl de la disolucion extraida
de las muestras y se afiadieron 3 ml del reactivo mixto compuesto por
sulfanilamida, acido fosférico y agua Milli-Q. Se agitd y se esperd un tiempo de
30 min. El producto resultante se determind por espectrofotometria a 540 nm,
frente a patrones de nitrito sodico, obteniéndose las concentraciones del ion nitrito
utilizando el método Griess-Saltzman, con sulfanilamida y bicloruro de N-(1-
naftil)-etilenodiamina (NEDA). Conocido el volumen de disolucion en que se
extrajo, la velocidad de difusién y el tiempo de muestreo, se obtuvo la
concentracién en p/m® de aire. EI LD de NO, fue de 1 pg/m°. En los puntos en

que la concentraciéon <LD se asign6 un valor igual a la mitad del LD.

Para la determinacion de COVs, se utilizaron cartuchos rellenos de carbon
grafitizado, donde quedaban retenidos los distintos compuestos. Con posterioridad
se desorbieron térmicamente y se analizaron por cromatografia de gases y

espectrometria de masas (CG-EM), en las siguientes condiciones:
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Desorcion:

L]

L]

L]

L]

Tiempo de desorcion: 10 min.
Temperatura: 320 °C,

Caudal de desorcién: 72 cm*/min.
Temperatura de trampa: -30 °C a 30 °C.
Tiempo de inyeccion: 5 min.

Split outlet: 41,5 cm*/min.

Cromatografia de gases:

Columna DB-624: 0,32 mm x 30 m.
Gas conductor: Helio a 1,8 cm®min.
Temperatura programada: inicial a 45 °C (2 min); 4 °C/min hasta 150 °C

(10 min).

La concentracion de cada COV en la muestra se determiné a partir de una

recta de calibrado y, conociendo el tiempo de muestreo y la velocidad de difusion,

se obtuvo la concentracién en pg/m®. El LD fue de 0,01pg/m® para benceno,

tolueno y o-xileno; 0,02 pg/m?® para etilbenceno y 0,03 pg/m?® para m+p-xileno. En

los puntos en que la concentracion <LD se asigno un valor igual a la mitad del LD.

6. Modelizacion de la exposicidén a contaminacion atmosférica

La modelizacion y asignacion de los niveles individuales de exposicion a

NO, se realiz6 mediante técnicas geoestadisticas de interpolacion o suavizado

(kriging) y modelos Land use regression (LUR), siguiendo metodologias

previamente descritas por investigadores de la Red INMA (Aguilera et al., 2008;
iRiguez et al., 2009).

Los COVs tienen una mayor capacidad de dispersion que el NO, (Kume et

al., 2008) y, por tanto, es mas complejo estudiar el patron espacial de este grupo
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contaminantes atmosféricos. Por este motivo, no se realizo la modelizacion de los

niveles de los COVs medidos.

6.1. Variables geograficas

Se obtuvo informacion de variables geograficas a partir de sistemas de
informacion geogréfica (SIG) de distintas fuentes. Las variables geograficas
fueron tratadas utilizando el programa ArcGIS 9.1 (ESRI, Redlands, California) y
fueron clasificadas en tres categorias: a) usos del suelo, b) topografia (altimetria
de los puntos de muestreo), ¢) densidad de poblacion y d) carreteras y calles (tipo,

longitud de los distintos tipos e intensidad de trafico).

a) Los datos sobre usos del suelo se obtuvieron del proyecto CORINE-
Land Cover-2000 (European Environmental Agency, Copenhagen). Este proyecto
cuenta con una base de datos de vegetacion y ocupacion del suelo (en celdas de
100 m) en toda Europa para el afio 2000. Como el &rea de estudio en Granada es
eminentemente agricola y forestal, se tuvieron en cuenta sélo algunas de las
categorias CORINE de usos del suelo, las cuales fueron re-agrupadas y

simplificadas en las categorias que se recogen en la Tabla 3.4.

Usos del suelo Captadores (N) %
Zonas urbanas 28 37
Areas agricolas y forestales 46 61
Urbanizaciones 1 1
Zonas industriales 1 1
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b) Los datos topograficos del area de estudio se obtuvieron a partir del
Mapa Topografico de Andalucia 1:100.000, de la Consejeria de Obras Publicas y
Transportes (COPUT) de la Junta de Andalucia (COPUT, 2005) (Figura 3.6).

Altitud
[1100-200 m
[ 1200-400 m
[ 1400-600 m
[ 1600-700 m
[ 700-800 m
I 500-1000 m
I 1000-1200 m
[ 1200-1400 m
[ 1400-1600 m
B 1600-1800 m
M 1500-2000 m
I 2000-2200 m
I 2200-2400 m
I 2400-2600 m
I 2600-2800 m
[ 2500-3000 m
[ 3000-3200 m
[ 13200-3400 m
[ 1=3400m

Figura 3.6. Mapa topografico del &rea de estudio

c) Los datos de densidad de poblacion se obtuvieron a partir de los
registros del Instituto de Estadistica de Andalucia (IEA) de la Consejeria de

Economia y Hacienda de la Junta de Andalucia, desagregados a nivel municipal.

c) La informacién de trafico se obtuvo a partir de distintos registros
publicos. Debido a la falta de informacion exhaustiva de densidad de tréafico en las
calles de Granada, éstas fueron clasificadas en tres tipos de calle, en funcién de la
intensidad media diaria (IMD) de tréfico aforada en distintos puntos de la ciudad
en el periodo 2006-2007: i) intensidad alta, ii) intensidad media e iii) intensidad
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baja. Los datos de trafico fueron facilitados por el Ayuntamiento de Granada,
Area de Movilidad y Comercio. En cuanto a las carreteras incluidas en el area de
estudio, se obtuvo la informacién de IMD en los principales tramos y se pudo
georreferenciar las principales carreteras a partir de los registros de la Direccion
General de Tréfico, el Ministerio de Fomento, la Consejeria de Obras Publicas y
Transportes de la Junta de Andalucia y la Diputacion Provincial de Granada
(Figura 3.7).

Domicilios

+ Captadores

IMD 2006 (vehiculos/dia)
"\ / 0-1000
"/ 1000 - 5000

5000 - 10000
10000 - 20000
20000 - 40000
40000 - 60000

N 60000 - 80000

Carreteras

Figura 3.7. Mapa de carreteras del area de estudio

6.2. Analisis de proximidad

Para algunas de las variables geograficas, se calculé su valor dentro de
circulos concéntricos (o buffers) centrados en los puntos de muestreo con
captadores, como posibles variables predictivas. En el éarea no urbana
(metropolitana y semiurbana-rural) se calculd la longitud de tramos de carretera y
el porcentaje de superficie (hectareas) de los distintos usos del suelo (urbano,
residencial, industrial y agricola) en circulos concéntricos de radios de 500, 1.000,
1.500, 2.000 y 3.000 m, alrededor de cada punto de muestreo. En el area urbana,

se calculo el porcentaje de superficie de usos del suelo en circulos concéntricos
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mas pequefios, de 100, 200, 300, 400 y 500 m. El tamafio de los buffers fue
seleccionado en base a las caracteristicas del area de estudio y a estudios previos

que utilizan una metodologia similar (Briggs et al., 1997; Aguilera et al., 2008).

6.3. Interpolacion espacial de los niveles de NO,

Para obtener una medida basal de la exposicion individual a NO,, se
realizo la interpolacion de los datos obtenidos en cada una de las campafias de
muestreo. Se aplicé como interpolador el “Kriging Universal”. El kriging es un
método de suavizacion espacial que permite la prediccién en una localizacion a
partir del promedio ponderado de los niveles registrados en sus “vecinos”. Los
pesos de esta ponderacién se basan en la variabilidad espacial del fendmeno a
estudio, que previamente ha de modelizarse (Cressie, 1993). Este método tiene la
ventaja de proporcionar el mejor estimador lineal no sesgado de la superficie de
contaminacion y presenta la capacidad de incorporar tendencias en la superficie
(“suavizado” de las concentraciones). A partir de esta técnica, se obtuvieron
mapas de la distribucion espacial de NO, en el area de estudio mediante el
programa ArcView 8.1 (ESRI, Redlands, California).

La prediccion del kriging en un punto coincide por definicion con el valor
registrado, de modo que para poder valorar la capacidad predictiva del método se
realiz6 una validacion cruzada usando los propios datos. Para ello se construyd
una variable de prediccién en los puntos de muestreo, excluyendo de la muestra,
en cada caso, el punto a predecir y se compard la prediccion obtenida del kriging
con: a) el nivel de NO, registrado por el captador méas préximo b) el promedio de
los niveles registrados por los captadores situados en un buffer centrado en el
punto de prediccion y c) el promedio de los niveles de los captadores situados en
un buffer ponderando por el inverso de la distancia al punto de prediccion (inverse
distance weighting). El radio del buffer utilizado en la validacion cruzada fue de
700 m y 14 km para zona urbana y para zona no urbana, respectivamente, de
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manera que todos los puntos de muestreo tuvieran al menos un “vecino”. El
pardmetro empleado para valorar la capacidad predictiva del kriging fue el error
relativo (ER), que es la diferencia entre el valor de NO, medido (real) y el valor
de NO, estimado (predicho), dividido por el valor medido en cada punto (p) de

muestreo.

| NO , (p) real = NO ,(p) predicho

ER(p) =100
NO, (p) real

Los resultados de la suavizacion por kriging se combinaron con el resto de
variables geograficas (altimetria, usos del suelo, trafico y densidad de poblacion)
para mejorar la prediccion de los niveles de NO,. Una vez construido el modelo
de regresion resultante de combinar las variables explicativas que fueron
significativas, se asigno a cada nifio participante en el estudio un nuevo valor de

exposicion.

6.4. Modelos de regresion

La exposicion a contaminacion atmosférica se modelizé por separado para
zona urbana y no urbana, mediante analisis de regresion lineal multivariante,
analizando la asociacion entre los niveles de contaminacién medidos y las
variables geograficas, incluida la prediccién del kriging, como posibles variables
predictoras. En estos modelos se utiliz6 como variable dependiente el valor medio
de las concentraciones de NO; registradas en el periodo 2005/2006, coincidiendo
con el seguimiento de los nifios a los 4 afios de edad. Debido a que los datos de
concentraciones de NO, no seguian una distribucion normal, se usaron los valores
de los logaritmos (In) de las concentraciones. Asi, los modelos land use

regression se construyeron de la siguiente forma:

In(N02)= Bo+ PiXi+ PoXo +...+ BiXi + €
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siendo i los coeficientes de la regresion lineal, x; las variables geogréficas

predictoras y ¢ el error de la prediccion.

Primero, se llevo a cabo un analisis univariante para evaluar la relacion de
la variable dependiente con cada una de las variables independientes, es decir,
usos del suelo, altitud, densidad de poblacion, carreteras, intensidad de trafico y
kriging. Como algunas de las variables geogréficas se calcularon en buffers de
diferente tamafio alrededor de los puntos de muestreo, se selecciond para cada una
de ellas aquel radio para el que se obtuvo el mayor valor de R? Una vez
identificadas las asociaciones univariantes significativas, se construyd, mediante
analisis de regresion multivariante, el modelo para el que se obtuvo el mayor valor
ajustado de R Las variables retenidas en el modelo eran significativas al 95% y
tenian una baja colinealidad con el resto de variables indenpendientes (Variance
Inflation Factor, VIF <10,0).

Por ultimo, se realiz6 validacion cruzada para evaluar la precision de los
modelos de exposicion, eliminando el dato de contaminacién registrado en cada
punto de muestreo y prediciendo con el modelo en dicho punto (este proceso se
repitio en todas las localizaciones). El error de la prediccion (Root Mean Squared
Error -RMSE-) se calcul6 como la raiz cuadrada de la suma del cuadrado de las
diferencias entre las concentraciones medidas en cada punto y las estimadas con el

modelo en cada punto sin tener en cuenta el mismo punto (Brauer et al., 2003).

-

RMSE = \/z srem - ppredicho /2

Conociendo las coordenadas geograficas de los domicilios de los nifios,
fue posible predecir el nivel de contaminacion atmosférica exterior (NO,) en las
ubicaciones de las viviendas (n=220), y asignar a cada nifio un valor aproximado

de exposicion residencial.
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El anélisis estadistico se realizd con los programas SPSS 15.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL) y STATA 9.0 (Stata Corp., USA), y el analisis especial de los datos

usando el programa ArcGIS 9.1.
6.5. Asignacion de los niveles de exposicion

Las direcciones de los domicilios de los participantes en el estudio fueron
proporcionadas por los padres en la entrevista realizada en la visita de los 4 afios y
transformadas en coordenadas geograficas de forma semiautomatica mediante el
uso de dos programas comerciales de geocodificacion (MapStore y Route 66). La
asignacion de valores exposicion se baso en la prediccion del nivel NO, exterior
en el domicilio de cada nifio, segin el modelo para el promedio de las campafias

de 2005 y 2006 (sin tener en cuenta la campafia piloto).

Fue posible georreferenciar los domicilios de los 220 nifios participantes
(Figuras 3.8 y 3.9). Las zonas de residencia de los nifios se clasificaron en 4
categorias: urbana, metropolitana, semiurbana (ndcleos de 10.000-20.000
habitantes) y rural (< 10.000 habitantes) (Tabla 3.5; Figura 3.8).

Zona Frecuencia %
Urbana 35 16
Metropolitana 107 49
Semiurbana 44 20
Rural 34 15
Total 220 100
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[ Urbanos
[CIMetropolitanos
[C]semiurbanos
[JRurales

15,45% 15,91%

48,18%

Figura 3.8. Distribucion por zonas de los domicilios de los nifios incluidos en el estudio

e Domicilios
[ ] semiurbana-Rural
[ Urbana/Metropolitana

Figura 3.9. Georreferenciacion de los domicilios de los nifios incluidos en el estudio
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7. Otras variables de estudio

Para la realizacion del presente estudio también se contdé con la
informacién recogida en el momento de la hospitalizacion de la madre para el

parto, que tuvo lugar 4 afos atras en el HUSC. Esta informacion consiste en:

o Cuestionario epidemioldgico llevado a cabo por un encuestador entrenado
tras el parto. Una vez informados de los objetivos del estudio y tras su
ingreso en el HUSC para dar a luz, las madres firmaron una hoja de
consentimiento informado donde confirmaban su participacion en el
estudio y accedian a responder, durante su estancia en el centro a una
entrevista personal estructurada. La encuesta epidemioldgica aport6
informacidén sobre caracteristicas antropométricas, sociodemograficas,

reproductivas, dieta y habitos de vida en el momento del nacimiento.

« Historia clinica del nifio y de la madre, que aport6 informacion sobre el

tipo de parto y las caracteristicas antropométricas de los recién nacidos.
o Examen fisico del nifio al nacer, que aport6 informacion sobre su estado de

salud.

Las variables utilizadas en esta Tesis Doctoral han sido las siguientes:

Variables del nifo

e Peso al nacimiento: esta variable se traté como continua y agrupada en las

categorias <2.500 gy >2.500 g.

o Talla al nacer: esta variable se tratd como continua y agrupada en las
categorias <49 cm y >49 cm, en funcion del valor de la mediana en la

poblacién de la cohorte inicial.
o Edad gestacional: se establecieron las categorias <37 y >37 semanas.

e Tipo de parto: variable agrupada en las categorias parto espontaneo, por

cesarea e instrumental.
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Variables de la madre

Edad de la madre en el parto: esta variable se tratd como continua y
agrupada en las categorias <32 y >32 afios, en funcion del valor de la
mediana en la poblacion de la cohorte inicial.

Area de residencia durante el embarazo: clasificada como urbana,

metropolitana, semiurbana y rural.

Escolaridad de la madre: variable con las categorias sin estudios o estudios
primarios/estudios medios o formacién profesional/ diplomatura o estudios

superiores.

Estatus laboral: con las categorias empleada/sin empleo.

Paridad: nimero de embarazos previos a término (n° hermanos mayores
del nifio: ninguno, 1y >2).

Consumo de tabaco durante el embarazo: con las categorias no fuma/fuma

(al menos, 1 cigarro/dia en el tercer trimestre de embarazo).

Variables del padre

Escolaridad del padre: variable con las categorias sin estudios o estudios
primarios/estudios medios o formacion profesional/diplomatura o estudios

superiores.

8. Andlisis epidemioldgico y estadistico

Se realiz6 el andlisis epidemiolégico de la cohorte a partir de la

informacidn obtenida por medio de las mediciones ambientales, los cuestionarios,

el examen fisico, la evaluacidn neuropsicologica y el analisis de biomarcadores.

El disefio del estudio para alcanzar cada objetivo de esta Tesis Doctoral fue:

Anadlisis descriptivo de los niveles de trihalometanos en agua de consumo

y factores determinantes relacionados.

Anadlisis descriptivo de los niveles de los contaminantes atmosféricos
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estudiados (NO, y compuestos organicos volatiles) y andlisis espacial de la
exposicion a NO,.

« Anélisis transversal de la cohorte a los 4 afios de edad para el estudio de i)
los niveles de 1-hidroxipireno y los factores relacionados con la exposicion
a hidrocarburos aromaticos policiclicos, ii) la exposicion a contaminacion
atmosfeérica (NO,) y los efectos en el desarrollo cognitivo y iii) la
exposicion a mercurio, el consumo de pescado y los efectos en el

desarrollo cognitivo.

En el analisis descriptivo de los niveles de contaminacién atmosférica
(NO, y COVs) (apartado 2 de la seccion de Resultados) se utilizaron pardmetros
estadisticos como la mediana, media, desviacion estandar, percentiles (10 y 90),
valor minimo y méaximo. Se examind la normalidad de la distribucion de las
concentraciones mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Debido a que las
distribuciones no se ajustaban a la normalidad, se utilizaron pruebas no
paramétricas (Kruskal Wallis y Mann-Whitney) para evaluar las diferencias entre
las campafas de muestreo y los tipos de zonas, y la prueba de Spearman para

estudiar el grado de correlacién entre los contaminantes medidos.

El tratamiento estadistico de los datos en cada estudio particular se recoge
de manera detallada en cada uno de los articulos (apartados 1 y 3-5 de la seccion
de Resultados). En todos los pruebas realizadas se consider6 la significacion
estadistica para p<0,001 (***) y p<0,05 (**), y tendencia a la significacion
estadistica para p<0,1 (*). Se utilizaron los programas estadisticos SPSS version
15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) y STATA version 9.0.
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(Trihalomethane levels in drinking water in the province
of Granada [Spain])

Resumen

Objetivos: La cloracion del agua da lugar a la formacién de
subproductos potencialmente daninos para la salud, entre ellos
los trihalometanos, que se han hallado elevados en algunas
zonas de Espanfa. En este estudio se investigan los valores
de trihalometanos en el agua de consumo suministrada por
varios sistemas de abastecimiento de la provincia de Grana-
da, en el area de actuacion de la cohorte madres-hijos de la
Red INMA (Infancia y Medio Ambiente).

Meétodos: Se analizaron 82 muestras de agua de consumo
en dos campafias de muestreo en invierno y verano de 2006.
Se determind la concentracién de cloroformo, bromodicloro-
metano, dibromoclorometano y bromoformo, siguiendo un pro-
cedimiento optimizado basado en cromatografia de gases y
espectrometria de masas.

Resultados: El rango de concentracion de trihalometanos to-
tales se situd entre 0,14 y 18,75 ng/l en la campaha de in-
vierno y entre 0,01 y 31,87 g/l en la de verano. El compuesto
mayoritario fue cloroformo. La concentracion media de triha-
lometanos en agua de origen superficial y subterraneo fue de
10,13 y 1,41 ng/l, respectivamente.

Conclusiones: Los valores de trihalometanos encontrados
son muy inferiores a la concentracion maxima admisible (100
n.g/l) establecida por la Unién Europea para estos compues-
tos. Estos valores varian significativamente segun el origen
del agua, con mayores concentraciones en areas urbana y
semiurbana, donde el agua es mayoritariamente de origen su-
perficial. La presencia de trihalometanos en la zona es menor
a la descrita en otras regiones espafolas.

Palabras clave: Exposicion ambiental. Suministro de agua.
Subproductos de la desinfeccion. Trihalometanos.

Abstract

Objectives: Drinking water chlorination generates potentially
harmful by-products, such as trihalomethanes. Trihalometha-
ne levels are high in some parts of Spain. The aim of the pre-
sent study was to investigate trihalomethane concentrations
in drinking water from distinct water supplies in the province
of Granada, within the framework of the Childhood and Envi-
ronment (INMA) study.

Methods: Eighty-two tap water samples were collected in two
campaigns during the winter and summer of 2006. An opti-
mized procedure based on gas chromatography and mass
spectrometry was used to determine concentrations of chlo-
roform, bromodichloromethane, dibromochloromethane, and
bromoform in the samples.

Results: Total trihalomethane concentrations ranged from 0.14
to 18.75 pg/l in winter samples and from 0.01 to 31.87 pg/l
in summer samples. The most abundant compound was
chloroform. Mean trihalomethane concentrations were 10.13
in surface waters and 1.41 pg/l in ground waters.

Conclusions: The trihalomethane levels found were consi-
derably below the maximum permitted level of 100 g/l in the
European Union. The values obtained varied widely according
to the type of water source: the highest concentrations were
found in urban and sub-urban areas, where the water is lar-
gely of surface origin. The presence of trihalomethanes was
lower than that reported in other Spanish regions.

Key words: Environmental exposure. Water supply. Disinfection
by-products. Trihalomethanes.
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Introduccion

| cloro afiadido como tratamiento de potabilizacion
al agua destinada al consumo puede reaccionar
con la materia organica presente en el agua, dando
lugar a la formacién de subproductos de la clo-
racion con propiedades quimicas y toxicoldgicas parti-
culares. Los trihalometanos (THM), junto con los acidos
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haloacéticos, son los subproductos mas prevalentes en
el agua de consumo. Los principales THM son cloroformo,
bromodiclorometano (BDCM), dibromoclorometano
(DBCM) y bromoformo. La especiacion y concentracion
final de los THM formados depende de varias circuns-
tancias, entre ellas la concentraciéon de materia organi-
ca e iones bromuro presentes en el agua, el tipo de de-
sinfectante utilizado y la dosis aplicada, el tiempo de
residencia en la red de distribucién, la temperatura y el
pH del agua durante el tratamiento’. Por tanto, cabe es-
perar variaciones geograficas y estacionales en los va-
lores de THM presentes en el agua potable.

La presencia de THM en el agua de consumo pu-
blico ha suscitado en los ultimos afios un creciente in-
terés desde la perspectiva de la salud publica. Desde
que fueron detectados por primera vez en el agua a co-
mienzos de la década de los setenta, numerosos es-
tudios epidemioldgicos han sugerido la existencia de
una posible relacion entre la exposicion a subproduc-
tos de la cloracién y efectos perjudiciales sobre la salud
humana, como un mayor riesgo de cancer de vejiga y
colorrectal?>® y problemas respiratorios”8. Mas recien-
temente también se ha asociado esta exposicion con
efectos reproductivos adversos, tales como aborto es-
pontaneo, bajo peso al nacer y malformaciones con-
génitas®1°.

La preocupacién emergente sobre los riesgos para
la salud asociados a los THM ha promovido que mu-
chos paises industrializados establezcan valores ma-
ximos para estos contaminantes en el agua de consu-
mo humano. Asi, por ejemplo, una Directiva Europea
de 1998 regula los valores maximos aceptables de THM
totales y plantea que, a los 5 afios de su entrada en
vigor, la concentraciéon de THM no deberia ser supe-
rior a 150 pg/l, y que este limite debe fijarse en 100
wng/l alos 10 afos'2. Asimismo, la Organizacién Mun-
dial de la Salud ha establecido concentraciones maxi-
mas de referencia para las cuatro especies de THM mas
frecuentes, cloroformo, BDCM, DBCM y bromoformo
(300, 60, 100 y 100 pg/l, respectivamente), y aunque
no se ha definido para el total de THM se recomienda
que los valores de THM en el agua de bebida se man-
tengan tan bajos como sea posible, siempre y cuando
se asegure una desinfeccion eficaz'.

En 1997, un informe de la Unién Europea sefala-
ba que los valores maximos de THM en Europa se en-
contraban en Portugal y Espafna'®. A pesar del tiempo
transcurrido y de que algunos estudios, centrados en
su mayoria en poblaciones de la vertiente mediterra-
nea'™'”, han descrito THM en agua del grifo, la infor-
macion concerniente a los valores de estos compues-
tos en nuestro pais es todavia escasa.

La desinfeccion del agua mediante cloracion es ade-
cuada para la eliminaciéon de agentes infecciosos cau-
santes de enfermedades, pero la generacion de THM
y otros subproductos téxicos de la cloracién supone un

riesgo para la salud. A este respecto, el proyecto Infancia
y Medio Ambiente (INMA), estudio de cohortes que in-
vestiga la influencia de los principales contaminantes del
aire, el agua y los alimentos sobre el crecimiento y el
desarrollo durante los primeros afos de vida'®, consti-
tuye un escenario particularmente apropiado para eva-
luar el riesgo de efectos adversos en la salud infantil por
exposiciéon a THM. En el marco de este proyecto se pre-
tende describir los valores de subproductos de la clo-
racion en el agua de las distintas zonas espafolas de
estudio, utilizando los THM como marcadores de la mez-
cla'™. La cohorte andaluza de la Red INMA esta distri-
buida en una extensa area de la provincia de Granada,
con 50 municipios y mas de 500.000 habitantes. El ob-
jetivo del presente trabajo es describir la concentracion
de THM en el agua de consumo suministrada por los
principales sistemas que abastecen a los municipios de
referencia de la cohorte granadina.

Métodos
Area de estudio

La cohorte de nifos establecida en Granada den-
tro de la Red INMA esta constituida por 700 varones
nacidos en el Hospital Universitario San Cecilio entre
octubre de 2000 y junio de 2002. La cohorte se distri-
buye en un area que comprende la zona sur de la ca-
pital y 50 municipios de la provincia, lo que supone 40
sistemas de abastecimiento y una poblacién total
aproximada de 530.000 habitantes. La zona de estu-
dio coincide con el area de referencia sanitaria del Hos-
pital Universitario San Cecilio de Granada y abarca las
comarcas de Granada, Valle de Lecrin, Loja y Alhama
(fig.- 1), con una extensién superficial aproximada de
3.700 km?2. El agua suministrada en la zona procede de
varios sistemas principales, los conocidos como Quén-
tar-Canales, Vegas del Genil y Los Bermejales, de ori-
gen superficial, y Cullar Vega-Las Gabias, Mancomu-
nidad Rio Monachil, Ogijares y Loja, de origen
subterraneo. Estos abastecen en total a 460.000 ha-
bitantes, en su mayoria poblacién urbana, y son ges-
tionados por cuatro empresas diferentes. El resto de
abastecimientos corresponde a nucleos semiurbanos
y rurales con menos de 10.000 habitantes, donde la ges-
tién del tratamiento y suministro del agua la realizan los
ayuntamientos.

Informacion sobre el origen, el tratamiento y la calidad
ael agua potable

El Servicio de Sanidad Ambiental de la Consejeria
de Salud de la Junta de Andalucia proporcion6 la in-
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Figura 1. Mapa de situacion de la zona de estudio.
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formacioén necesaria sobre los distintos sistemas de abas-
tecimiento de la zona y su origen, ademas de realizar
el contacto con las empresas y ayuntamientos implica-
dos en la gestidn del agua en el area de estudio. Pre-
viamente a la eleccion de los puntos de muestreo, se
envié a las empresas y ayuntamientos una encuesta
sobre el origen, el tratamiento y la calidad del agua po-
table. Estas encuestas fueron disefiadas ad hoc dentro
de los protocolos establecidos por la Red INMA. En ellas
se recoge informacion basica acerca del tratamiento, el
suministro y la calidad del agua potable. El 70% de las
encuestas enviadas a ayuntamientos y empresas mu-
nicipales fueron cumplimentadas y devueltas.

Muestreo

En Granada, donde el clima es mediterraneo conti-
nental, la variacion de las condiciones climaticas durante
el ano puede suponer una diferencia importante en la
temperatura superficial del agua entre verano e invier-
no. Por ello, para evaluar la variabilidad estacional de
THM se realizaron dos campafias de recogida de agua
potable, en invierno (7 y 8 de marzo) y verano (5y 6 de
septiembre) de 2006, midiendo dos veces en cada punto.
La seleccion de los puntos muestreados se realizé te-
niendo en cuenta los siguientes criterios: a) municipios
con mayor numero de nifios incluidos en la cohorte INMA,;
b) nucleos del area de estudio con mayor poblacion, y
c) principales sistemas de abastecimiento de agua de
la zona. De esta forma, se seleccionaron 41 puntos de
muestreo distribuidos en 31 municipios, y 25 sistemas
de abastecimiento (7 superficiales y 18 subterraneos).

Se recogio agua fria del grifo en locales y en fuen-
tes publicas, dejando correr el agua durante 1 min, evi-

tando la formacion de burbujas y camara de aire entre
el agua y el tapon, en 2 viales de vidrio de 40 ml con
tapon de rosca y sello de teflén. Los viales contenian
5 mg de tiosulfato sddico para evitar la posterior reac-
cion entre el cloro libre y la materia organica residual.
Durante la recogida, se determind la temperatura y el
pH de cada muestra. Todas las muestras se mantuvieron
a una temperatura de 4 °C durante el almacenamien-
to y el transporte al laboratorio de analisis. Se siguie-
ron las instrucciones del protocolo establecido por el
laboratorio responsable de los andlisis para minimizar
la pérdida de THM, de manera que las determinacio-
nes analiticas se realizaran siempre antes de transcu-
rridos 14 dias tras la recogida, en el Laboratorio de Qui-
mica Ambiental del Instituto de Investigaciones Quimicas
y Ambientales (IIQA) del CSIC, en Barcelona.

Andlisis experimental

Se analizaron cloroformo, BDCM, DBCM y bromo-
formo, siguiendo un procedimiento previamente opti-
mizado?®, que consiste en una purga y trampa segui-
da de una cromatografia de gases acoplada a un
espectrometro de masas. La determinacion de los pa-
rametros de temperatura y pH se realizé con un medi-
dor impermeable (Modelo H1 98127-H1 98128, Hanna
Instruments, Estados Unidos).

Andlisis estadistico
El andlisis estadistico se realizd con el programa

SPSS version 14.0. Debido a que las concentraciones
de los compuestos analizados no seguian una distri-
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bucién normal, se emplearon pruebas no paramétricas
para evaluar la variacion estacional y de THM segun
el origen del agua (test de Wilcoxon y prueba de Mann-
Whitney, respectivamente), y el test de Spearman para
la correlaciéon entre compuestos. El nivel de significa-
cion estadistica se establecié en un valor de p < 0,05.

Resultados

En todas las muestras de agua colectadas se de-
tectaron concentraciones cuantificables de, al menos,
uno de los THM analizados, y en todos los puntos la con-
centracion fue baja (< 32 pg/l), tanto en invierno como
en verano. La concentracion media de THM totales fue
de 5,64 pg/l (desviacion estandar de 6,99 pg/l), alcan-
zando una concentracion maxima de 31,87 pg/l y mi-
nima de 0,01 pg/l, ambas en septiembre. El cloroformo
fue el compuesto mayoritario, ya que constituia como
promedio un 43% de la concentracién de THM totales.
Le siguieron BDCM en un 27%, DBCM en un 21% vy,
por ultimo, bromoformo, representando un 6% del total.

En la tabla 1 se recogen las concentraciones de THM
segun la campafa de muestreo. La temperatura media
del agua recogida en invierno fue de 13,1 °C, y en ve-
rano de 23,6 °C. La concentracion media de THM tota-
les fue similar en ambos periodos, mientras que la ma-
xima alcanzada en verano casi duplicd a la maxima
observada en la campana de invierno. La presencia de
las especies cloradas también fue mayor en septiem-
bre que en marzo. Las concentraciones media y maxi-
ma de cloroformo en verano llegaron a doblar a las de
invierno. Sin embargo, la concentracion de los com-
puestos bromados disminuy6 ligeramente en verano.

En un 30% de las muestras la concentracion de THM
supero los 10 pg/l, y en un 58% la concentracién es-
tuvo por debajo de 5 pg/l. Los mayores valores se en-
contraron en municipios abastecidos por el embalse de
Los Bermejales (concentracion media de 23,25 pg/l),
en el sector oeste de la Vega granadina. Le siguen en
concentracion las muestras recogidas en la ciudad de
Granada y en algunos puntos del area metropolitana,
procedentes de los sistemas Quéntar-Canales, Cullar
Vega-Las Gabias, Rio Monachil y Ogijares. Las con-
centraciones mas bajas se obtuvieron en el municipio
de Loja. En el area rural («Otros») se encontré una con-
centracion media de 2,34 pg/l (fig. 2).

Las muestras de agua de origen subterraneo fue-
ron las que presentaron menores valores de THM. La
concentracion media de THM en el agua de origen su-
perficial fue de 10,13 pg/l, mientras que en el agua de
origen subterraneo fue de 1,41 pg/l (fig. 3). En cuanto
a la temperatura del agua, no se encontraron diferen-
cias significativas segun el origen. Respecto a los dis-
tintos compuestos, encontramos que el cloroformo es

Tabla 1. Concentracion de trihalometanos (p.g/l) en las
campanas de muestreo

Inviemno (n=41)  Verano (n = 41) p
Cloroformo (CHCl)
Media (DE) 1,93 (2,57) 3,27 (5,24) < 0,001
Mediana 0,39 0,39
Minimo 0,02 <LD
Méximo 10,92 21,57
Bromodiclorometano (CHCI,Br)
Media (DE) 1,44 (1,72) 1,68 (2,33) 0,001
Mediana 0,24 0,14
Minimo 0,01 <LD
Maximo 523 7,36
Dibromoclorometano (CHBr,CI)
Media (DE) 1,32 (1,54) 0,95 (1,03) 0,001
Mediana 0,52 0,37
Minimo <LD <LD
Maximo 6,76 3,06
Bromoformo (CHBrs)
Media (DE) 0,38 (0,35) 0,34 (0,34) 0,045
Mediana 0,34 0,23
Minimo <LD <LD
Maximo 1,36 1,33
Total trihalometanos
Media (DE) 5,08 (5,48) 6,25 (8,35) < 0,001
Mediana 1,48 1,40
Minimo 0,14 0,01
Maximo 18,75 31,87
Temperatura media (°C) 13,10 23,60

DE: desviacion estandar; LD: limite de deteccion.

el THM que presenta mayor concentracion, especial-
mente en el agua de origen superficial. La concentra-
cion de cloroformo fue significativamente superior a la
suma de la concentracion de las especies bromadas
(p < 0,01; coeficiente de Spearman = 0,717). En el agua
de origen subterraneo se encontré una mayor propor-
cion de especies bromadas (26% de bromoformo) que
en las superficiales.

Discusion

La concentraciéon maxima de THM observada en el
area de estudio es inferior a la tercera parte del valor
maximo admisible de 100 p.g/l establecido por la Union
Europea para la suma de estos compuestos. Ademas,
los valores medios encontrados son inferiores a los des-
critos en otras regiones espafolas del norte de la pe-
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Figura 2. Concentracion de trihalometanos en los principales
sistemas de abastecimiento de la zona de estudio.
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Figura 3. Concentracién de trihalometanos
segun el origen del agua.

6,0

4,0-

2,01

Concentracion de trihalometanos (ug/l)

0,0

Subterraneo
n=20

Superficial
n=21

||:|Cloroformo OBDCM EDBCM MEBromoformo

BDCM: bromodiclorometano; DBCM: dibromoclorometano.

ninsula y de la vertiente mediterranea, como Asturias
(concentracion media de 22,25 pg/l), Alicante (85,93
wng/l) y Barcelona (63,64 p.g/l), referidos por Villanue-
va et al'®'7 en 1999, y Navarra (44 p.g/1)?', asi como en
otros paises europeos®*?*. Esto hace pensar que el con-
tenido de THM en los puntos estudiados podria estar
directamente relacionado con la calidad del agua
antes de su tratamiento, tratdndose probablemente de
sistemas de abastecimiento con escasa contaminacion
organica. La discrepancia entre nuestros resultados y

los publicados en la misma area de estudio por Espi-
gares et al®® en 2003 es aun mayor, aunque las dife-
rencias metodoldgicas dificultan la comparacion.

Es interesante sefalar que, independientemente de
los valores de THM totales descritos, los resultados ob-
tenidos en este trabajo son similares a los publicados
en la mayoria de los estudios que analizan THM en agua
de consumo cuando se comparan las distribuciones pro-
porcionales de los distintos compuestos'®232627, E| hecho
de que predominen las especies cloradas y que la con-
centracién de bromoformo sea muy baja es, segun se
ha referido en otros estudios, una caracteristica comun
en las aguas tratadas con cloro y con bajos valores de
bromuros en origen2628, debido posiblemente a que las
fuentes que abastecen a la zona estudiada provienen
principalmente de sistemas de agua superficial en las
que el contenido en bromo es generalmente bajo.

La variacion estacional de la concentraciéon de THM
fue estadisticamente significativa, aunque menor que
la observada en estudios recientemente publicados en
Europa (Espafa y Grecia entre ellos) y Estados Uni-
dos, en los que la concentraciéon media de THM en la
estaciéon mas calida dobla, al menos, la concentracién
en la estacion fria?22°%, La diferencia de concentracion
maxima alcanzada en cada campaha (31,87 frente a
18,75 ng/l) refleja dicha variacion estacional, y es co-
herente con lo publicado en otros estudios de zonas de
clima templado, en los que las concentraciones mas
altas de THM se observaron en verano y otofio, y las
mas bajas en invierno y primavera?-2°3!, En verano, el
incremento de temperatura y la disminucién del cau-
dal contribuyen a aumentar la concentracién de mate-
ria organica presente en el agua, lo que supone un in-
cremento de los precursores de los THM?32, En climas
templados, como el de nuestra region, es de esperar
que las mayores concentraciones se den en verano.

Las concentraciones mas altas de THM se obser-
varon en suministros de agua de origen superficial en
la zona de abastecimiento de Los Bermejales, en la que,
ademas, la actividad agricola podria suponer un mayor
aporte de materia organica. lgualmente, las mayores
concentraciones encontradas en el agua que procede
del embalse Quéntar-Canales, principal fuente de
abastecimiento de la capital y la comarca de la Vega,
sugieren de nuevo que el origen del agua es un factor
importante en la formacién de THM, coincidiendo con
lo publicado por otros autores®?333, Asi, en la zona rural
(municipios de Alhama y Valle de Lecrin, entre otros),
donde el 60% de las muestras de agua proceden de
sistemas subterraneos, se observaron valores de THM
significativamente mas bajos que en la zona urbana
(concentracion media de 2,34 y 9,96 g/l respectiva-
mente). El hecho de que el agua de origen subterra-
neo esté en origen mas protegida de las fuentes de con-
taminacion y de los aportes naturales de materia
organica, se reflejaria en una menor formaciéon de
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THM?°. La mayor presencia de las especies bromadas
en el agua subterranea puede explicarse por la mayor
concentracion de iones de bromo en ella, lo que favo-
rece que durante la cloracién del agua se formen ma-
yoritariamente bromoformo y DBCM, frente a clorofor-
mo y BDCM en las superficiales®'.

Una de las limitaciones principales de este estudio
es la falta de datos reglamentarios en algunas areas,
especialmente en los municipios pequenos que cuen-
tan con abastecimientos auténomos, debido a que no
todas las encuestas enviadas fueron devueltas, lo que
dificulta la evaluacion de los resultados obtenidos en
estas zonas. Ademas, no hemos medido parametros
determinantes de la formacién de THM, como el con-
tenido en materia organica, la turbidez, los iones bro-
muro, etc., que nos ayudarian a entender mejor la pre-
sencia de THM en los distintos abastecimientos.

La seleccion de los puntos de muestreo se hizo con
el proposito de describir los valores ambientales de THM
en el agua potable de los municipios de referencia INMA-
Granada. A pesar de no haber muestreado en todos
ellos, los datos obtenidos pueden considerarse repre-
sentativos de los principales sistemas que abastecen
tanto a la poblacién de la cohorte como a la poblacién
de la zona de estudio, ya que el agua analizada pro-
cede de 25 sistemas diferentes que abastecen a un 90%
de la poblacién del area y a la casi totalidad de muni-
cipios de residencia de nuestra cohorte. Un muestreo
realizado con mayor frecuencia (p. ej., cada mes), que
incluyera puntos de todos los municipios y abasteci-
mientos de la zona, evitaria incertidumbres en cuanto
a la posible variabilidad temporal y geografica de los
valores de THM, lo que aumentaria la potencia de un
estudio descriptivo como el que se presenta.

Dada la ausencia de trabajos similares relevantes
en nuestra region, este estudio permite obtener una
aproximacion a la presencia de THM en el agua de con-
sumo en el area de Granada. Los valores descritos son
inferiores a los encontrados en otras regiones espanolas,
especialmente en zonas rurales y, en todos los casos,
compatibles con las directrices europeas.

Agradecimientos

Este trabajo se ha financiado gracias a los proyectos de
investigacion subvencionados por la Comisién Europea (En-
vironmental Reproductive Health-QLK4-1999-01422), el Fondo
de Investigaciones Sanitarias (Red de Infancia y Medio Am-
biente, INMA-G03/176) y la Consejeria de Salud de la Junta
de Andalucia (SAS-202/04).

Los autores agradecen la colaboracién prestada por Fran-
cisco Javier Vilchez y Rafael Acufa, del Servicio de Sanidad
Ambiental de la Consejeria de Salud de la Junta de Andalu-
cia, para la elaboracién de este trabajo. Agradecemos la ayuda
técnica de Esther Marco en el laboratorio del CSIC.

Bibliografia

1.

10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

Sérodes JB, Rodriguez MJ, Li H, Bouchard C. Occurrence
of THMs and HAAs in experimental chlorinated waters of the
Quebec City area (Canada). Chemosphere. 2003;51:253-63.

. Cantor KP. Drinking water and cancer. Cancer Causes Con-

trol. 1997;8:292-308.

. Villanueva CM, Cantor KP, Cordier S, Jaakkola JJ, King WD,

Lynch CF, et al. Disinfection by-products and bladder cancer:
a pooled analysis. Epidemiology. 2004;15:357-67.

. Villanueva CM, Cantor KP, Grimalt JO, Malats N, Silverman

D, Tardon A, et al. Bladder cancer and exposure to water di-
sinfection by-products through ingestion, bathing, showering
and swimming in pools. Am J Epidemiol. 2007;165:148-56.

. Cantor KP, Lynch CF, Hildesheim ME, Dosemeci M, Lubin J,

Alavanja J, et al. Drinking water source and chlorination by-
products |. Risk of bladder cancer. Epidemiology. 1998;
9:21-8.

. McGeehin MA, Reif JS, Becher JC, Mangione EJ. Case-con-

trol study of bladder cancer and water disinfection methods
in Colorado. Am J Epidemiol. 1993;138:492-501.

. Thickett KM, McCoach JS, Gerber JM, Sadhra S, Burge PS.

Occupational asthma caused by chloramines in indoor swim-
ming-pool air. Eur Respir J. 2002;19:827-32.

. Bernard A, Carbonnelle S, Michel O, Higuet S, De Burbure

C, Buchet JP, et al. Lung hyperpermeability and asthma pre-
valence in schoolchildren: unexpected associations with the
attendance at indoor chlorinated swimming pools. Occup En-
viron Med. 2003;60:385-94.

. Keegan T, Whitaker H, Nieuwenhuijsen M, Toledano MB, Elliott

P, Fawell J, et al. Use of routinely collected data on trihalo-
methane in drinking water for epidemiological purposes. Occup
Environ Med. 2001;58:447-52.

Nieuwenhuijsen MJ, Toledano MB, Eaton NE, Farell J, Elliott
P. Chlorination disinfection by products in water and their as-
sociation with adverse reproductive outcomes: a review. Occup
Environ Med. 2000;57:73-85.

Directiva de la Comunidad Europea relativa a la calidad de
las aguas destinadas al consumo humano. N.° 98/83/CE, 3
de noviembre de 1998.

Real Decreto 140/2003, de 7 de febrero, por el que se esta-
blecen los criterios sanitarios de la calidad del agua de con-
sumo humano. BOE n.° 45, de 21 febrero de 2003.
Guidelines for drinking-water quality. 3rd ed. Geneva: World
Health Organization; 2006. Disponible en: http:/ /www.who.
int/water_sanitation_health/dwq/ gdwq3rev/en/ index.html
Premazzi G, Cardoso C, Conio O, Palumbo F, Ziglio G, Bor-
gioli A, et al. Exposure of the European population to triha-
lomethanes (THMs) in drinking water. Luxemburgo: Europe-
an Commission; 1997.

Calderdn J, Capell C, Centrich F, Artazcoz L, Gonzalez-Cabré
M, Villalbi JR. Subproductos halogenados de la cloracién en
el agua de consumo publico. Gac Sanit. 2002;16:241-3.
Villanueva CM, Kogevinas M, Grimalt JO. Haloacetic acids
and trihalomethanes in finished drinking waters from hete-
rogeneous sources. Water Res. 2003;37:953-8.

Villanueva CM, Kogevinas M, Grimalt JO. Cloracién del agua
potable en Espana y cancer de vejiga. Gac Sanit. 2001;15:
48-53.

Ribas-Fit6 N, Ramon R, Ballester F, Grimalt J, Marco A,
Olea N, et al. Child health and the environment: the INMA
Spanish Study. Paediatr Perinat Epidemiol. 2006;20:
403-10.

Villanueva CM, Grimalt J, Ballester F, Ibarlucea J, Sala M, Tar-
don A, et al. Medida de contaminantes del agua y uso del
agua durante el embarazo en un estudio de cohortes en Es-
pafa. Gac Sanit. 2006;20 Supl 3:1-9.

525

Gac Sanit. 2008:22(6):520-6



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Gac Sanit. 2008:22(6):520-6

Freire C et al. Valores de trihalometanos en agua de consumo de la provincia de Granada, Espafa

Amaral OC. Andlisis y comportamiento de compuestos or-
génicos halogenados volatiles en agua, aire y sedimentos de
zonas rurales, urbanas e industriales [tesis doctoral]. Bar-
celona: Universidad de Barcelona; 1994.

Fraile P, Pérez JA, Séiz |, Izu M, Gonzélez E, Rodrigo JL. Re-
siduos de contaminantes organicos de diferentes origenes
en Navarra. An Sist Sanit Navar. 2005;28:247-56.
Golfinopoulos SK. The occurrence of trihalomethanes in the
drinking water in Greece. Chemosphere. 2000;41:1761-7.
Nissinen TK, Miettinen IT, Martikainen PJ, Vartiainen T. Di-
sinfection by-products in Finnish drinking waters. Chemos-
phere. 2002;48:9-20.

Attias L, Contu A, Loizzo A, Massiglia M, Valente P, Zappo-
ni GA. Trihalomethanes in drinking water and cancer: risk as-
sessment and integrated evaluation of available data, in ani-
mals and humans. Sci Total Environ. 1995;171:61-8.
Espigares M, Lardelli P, Ortega P. Evaluating trihalometha-
ne content in drinking water on the basis of common moni-
toring parameters: regression models. J Environ Health.
2003;66:9-13.

Sarmiento A, Rojas M, Medina E, Olivet C, Casanova J, et
al. Investigacion de trihalometanos en agua potable del Es-
tado Carabobo, Venezuela. Gac Sanit. 2003;17:137-43.

27.

28.

20.

30.

31.

32.

33.

Whitaker H, Nieuwenhuijsen MJ, Best N, Fawell J, Gowers A,
Elliot P. Description of trihalomethanes levels in three UK water
supplies. J Exp Anal Environ Epidemiol. 2003;13:17-23.
LeBel GL, Williams DT. Differences in chloroform levels from
drinking water samples analysed using various sampling and
analytical techniques. Int J Environ Anal Chem. 1995;60:213-
20.

Garcia-Villanova RJ, Garcia C, Gémez JA, Garcia MP, Ar-
danuy R. Formation, evolution and modeling of trihalomethanes
in the drinking water of a town (ll): in the distribution system.
Water Res. 1997;31:1405-13.

Rodriguez MJ, Sérodes JB, Levallois P. Behavior of trihalo-
methanes and haloacetic acids in a drinking water distribu-
tion system. Water Res. 2004;38:4367-82.

Chen WJ, Weisel CP. Halogenated DBP concentrations in
a distribution system. J Am Water Works Assoc. 1998;90:
151-63.

Nikolaou AD, Golfinopoulos SK, Lekkas TD, Kostopoulou MN.
DBP levels in chlorinated drinking water: effect of humic subs-
tances. Environ Monit Assess. 2004;93:301-19.
Golfinopoulos SK, Kostopoulou MN, Lekkas TD. THM for-
mation in the high bromide water supply of Athens. J Envi-
ron Sci Health. 1996;31:67-81.

526






2.

Niveles de contaminacion atmosférica y
modelizacion de la exposicion individual a NO; en
nifios de la cohorte INMA-Granada mediante el uso

de sistemas de informacion geografica (SIG) y

modelos de regresion






NIVELES DE CONTAMINACION ATMOSFERICA Y MODELIZACION
DE LA EXPOSICION INDIVIDUAL A NO, EN NINOS DE LA COHORTE
INMA-GRANADA MEDIANTE EL USO DE SISTEMAS DE
INFORMACION GEOGRAFICA (SIG) Y MODELOS DE REGRESION

2.1. Niveles de NO, y COVs

Los resultados de las mediciones de NO, con captadores pasivos se
encuentran descritos en la Tabla 4.1. Ninguno de los valores registrados estuvo
por debajo del limite de deteccién (LD=1 pg/m?), exceptuando dos de los puntos
de muestreo de la zona semiurbana-rural en la camparia de septiembre 2006 (97%
>LD). En general, se obtuvieron niveles mas bajos en la camparfia de septiembre
2006 y mas altos en la campafia de noviembre 2003 (campafia piloto). Atendiendo
al tipo de zona, se encontr6 un gradiente positivo de la zona semiurbana-rural a la

zona urbana en todas las campafias.

Estadisticos descriptivos

Campaha Zona
N Mediana Media DE Min. Max.
26 54,0 51,8 17,6 27 116
R M 16 36,1 35,0 13,2 11 60
2003 SR 34 14,0 20,8 7,9 2 40
Total 76 (100%) 27,5 32,0 20,6 2 116
U 24 31,0 30,9 8,4 17 58
R M 16 24,5 27,7 12,1 10 57
2005 SR 29 13,5 14,8 6,4 6 37
Total 69 (91%) 22,0 23,5 11,4 6 58
U 24 26,5 27,5 11,0 12 60
T M 13 18,0 20,0 10,5 10 52
2006 SR 28 6,0 7,5 6,2 1 19
Total 65 (86%) 18,0 17,4 12,8 1 60

U: Urbana; M: Metropolitana; SR: Semiurbana-rural.
N: nimero de muestras analizadas (no perdidas ni invalidadas); DE: desviacion estandar.
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Los valores de la mediana y percentiles 10 y 90 (P10, P90) de la
concentracion de NO; registrada en las tres camparias fueron de 38 (26, 47), 26
(15, 43) y 12 (7, 21) pg/m® para la zona urbana, metropolitana y semiurbana-rural,
respectivamente. Las diferencias de concentraciones entre campafias y zonas
fueron estadisticamente significativas (p<0,001).

En la Figura 4.1 se muestran los diagramas de caja que representan la
distribucion de las concentraciones de NO, por tipo de zona, en cada campafia de

muestreo.
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Figura 4.1. Distribucion de la concentracion de NO, (ug/m®) segun el tipo de zona
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muestreo.

En la Figura 4.2 se muestra la distribucion por cuartiles de las
concentraciones de NO, registradas en el area de estudio para los tres periodos de

Noviembre 2003

Noviembre 2005
- %

Septiembre 2006

Figura 4.2. Distribucién por cuartiles (Q) de las concentraciones de NO, (ug/m?)

Se observa que en los tres periodos de muestreo la concentracién de NO,
siguio el mismo patron espacial.

En la Tabla 4.2 se recoge la concentracion promedio anual de NO; para el
periodo 2005/2006, sin tener en cuenta los datos de la campafia piloto. La Figura
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4.3 muestra la distribucién de la concentracion promedio anual de NO, por tipo de
zona, observandose la misma tendencia espacial.

Zona N (%) Mediana Media DE Min. Max.
Urbana 24 (92%) 28,5 29,6 9,5 16,0 59,0
Metropolitana 13 (81%) 20,0 22,5 9,4 12,5 49,5
Semiurbana-rural 28 (82%) 10,4 11,3 6,1 3,2 28,0
Total 65 (86%) 18,0 20,7 11,5 3,2 59,0

*Concentraciones promedio de las campafas de noviembre 2005 y septiembre 2006.
N: nimero de muestras analizadas (no perdidas ni invalidadas); DE: desviacion estandar.

Periodo 2005/2006
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Figura 4.3. Distribucion de la concentracion promedio de NO, (ug/m®) en el

periodo 2005/2006 segun el tipo de zona

En cuanto a los compuestos organicos volatiles (COVs), todos los valores

registrados superaron el LD correspondiente. Las concentraciones medias de
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benceno registradas en las campafas de 2003, 2005 y 2006 fueron de 1,8; 29y
0,8 ug/m® (p<0,001), respectivamente; para tolueno, 11,4; 11,0 y 59 pg/ m®
(p<0,001); para etilbenceno, 2,1; 2,6 y 1,4 pg/m® (p<0,001); para m+p-xileno 5,6;
8,2 y 4,4 ngm® (p<0,001) y para o-xileno 1,6; 3,1 y 1,7 pg/m* (p=0,529). En la
Tabla 4.3 se muestran las concentraciones globales de COVs (promedio de las tres
camparias) segun el tipo de zona. Se observaron las mayores concentraciones para

tolueno y m+p-xileno, y las menores concentraciones para benceno.

Estadisticos descriptivos

Zona COVs
N (%) Mediana Media DE Min. Max.
Benceno 2,3 2,8 1,2 1,6 5,6
Tolueno 11,4 15,7 9,2 7,3 34,8
Urbana Etilbenceno (7279/0) 2,6 3,2 1,7 1,7 7,4
o-Xileno 2,3 3,6 2,3 1,7 9,0
m+p-xileno 7,0 10,6 6,3 4.7 22,4
Benceno 1,4 1,5 0,5 0,9 2,6
Tolueno 7,4 8,0 2,4 5,0 13,1
Metropolitana  Etilbenceno (811:34) 1,7 1,7 0,5 1,1 3,1
o-xileno 1,5 1,6 3,5 1,1 2,2
m+p-xileno 45 47 1,5 2,3 7,5
Benceno 1,3 1.3 0,4 0,6 2,0
Tolueno 6,7 6,4 1,9 23 9,5
Sem:l‘jrrgla”a' Etilbenceno (8?2/0 | 1,5 14 04 07 2,2
o-xileno 4.0 4.1 1,1 2,2 6,3
m+p-xileno 1,6 1,6 0,3 0,9 2,3
Benceno 1,6 1,9 1,0 0,6 5,6
Tolueno 7,8 9,9 6,9 2,3 34,8
Total Etilbenceno (83%/0) 1,7 2,1 1,3 0,7 7,4
o-xileno 1,7 2,2 1,6 1,0 9,0
m+p-Xileno 4,9 6,5 4,7 2,2 22,4

*Concentraciones promedio de las tres campafias de muestreo.
N: nimero de muestras analizadas (no perdidas ni invalidadas); DE: desviacion estandar.
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Exposicion infantil a contaminantes ambientales en Granada y posibles efectos en salud

Se observaron también mayores concentraciones de COVs en la zona
urbana y menores concentraciones en la zona semiurbana-rural, aunque las
diferencias fueron menos marcadas que para NO,. No obstante, las diferencias
entre las tres zonas fueron significativas para todos los COVs (p=0,006 para
benceno; p<0,001 para tolueno, etilbenceno y m+p-xileno y p=0,011 para o-xileno)
(Figura 4.4).
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Figura 4.4. Distribucion de las concentraciones promedio de COVs (ug/m®) seglin

el tipo de zona
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Figura 4.4. (Continuacion)

En la Tabla 4.4 se recoge la concentracion promedio anual de la suma de
COVs (BTEX) en el periodo 2005/2006, atendiendo al tipo de zona. En la Figura
4.5 se muestra la distribucién de BTEX por tipo de zona, observandose la misma

tendencia espacial que se encontrd para NO,.

Zona N (%) Mediana Media DE Min. Max.
Urbana 21 (81%) 38,5 58,6 41,4 23,6 168,1
Metropolitana 15 (94%) 14,7 16,2 9,2 3,0 33,8
Semiurbana-rural 24 (71%) 8,1 8,9 5,2 3,1 25,5
Total 60 (79%) 16,5 28,1 33,6 3,0 168,1

*Concentraciones promedio de BTEX de las campafias de noviembre 2005 y septiembre 2006.
BTEX: suma de benceno, tolueno, etilbenceno, o-xileno y m+p-xileno.
N: nimero de muestras analizadas (no perdidas ni invalidadas); DE: desviacion estandar.

133



Periodo 2005/2006

200+

Granada
o

150 Granada
[o)

100+

Concentracion de BTEX (ng/m?)

50+
Armilla
o, Dilar
HE etor Vega Salar
é
O_.
| I I
Urbana Metropolitana Semiurbana-rural
Zona

Figura 4.5. Distribucién de la concentracién promedio de BTEX (ug/m®) en el

periodo 2005/2006 segun el tipo de zona

La concentracion de BTEX en el periodo 2005/2006 fue
significativamente mas elevada en la zona urbana (p<0,001); la diferencia entre las

zonas metropolitana y semiurbana-rural fue menos significativa (p=0,04).

En el periodo 2005/2006, las correlaciones entre las concentraciones de los
cinco COVs (basada en las concentraciones promedio para cada punto de
muestreo) fueron muy altas (r>0,89). Las correlaciones entre NO, y los COVs

también fueron altas (r>0,75), particularmente entre NO, y tolueno (r=0,80)
(Tabla 4.5).
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Compuesto NO; Benceno Tolueno Etilbenceno o-xileno m+p-xileno BTEX

NO> 1
Benceno 0,78*** 1
Tolueno 0,80***  0,95*** 1
Etilbenceno 0,79*** 0,97*** 0,97*** 1
o-xileno 0,78**  0,96*** 0,94%+* 0,96*** 1
m+p-xileno  0,75**  (,93*** 0,89*** 0,92%+* 0,94*** 1
BTEX 0,79***  0,95*** 0,93*** 0,93*** 0,96*** 0,91*** 1

BTEX: suma de benceno, tolueno, etilbenceno, o-xileno y m+p-xileno.
***p<0,001

Por campafia, las correlaciones entre NO, y BTEX (suma de COVs) fueron
menores a las anteriormente descritas. Fueron significativas en los muestreos de
2005 (r=0,65; p<0,001) y 2006 (r=0,62; p<0,001), pero no en la campafia de 2003
(r=-0,22; p=0,06). Los coeficientes de correlacion para NO,, entre campafas,
fueron altos (r>0,75). Asi, entre 2005 y 2006 el coeficiente de correlacion fue de
r=0,86 (p<0,001). Para BTEX, la correlacion so6lo fue significativa entre
noviembre 2005 y septiembre 2006 (r=0,52; p<0,05).

2.2. Interpolacion de los niveles de NO,

Los mapas de concentracion de NO, obtenidos mediante el suavizado por
kriging mostraron un gradiente de disminucion progresiva de la zona urbana a la
semiurbana-rural (Figura 4.6). En todas las camparias, el modelo elegido para la
zona urbana fue el de prediccién constante o “efecto pepita puro”. En los mapas
de prediccion de NO, se observa la variabilidad espacial y temporal de los niveles

de contaminacioén descritos anteriormente.
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Exposicion infantil a contaminantes ambientales en Granada y posibles efectos en salud
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Figura 4.6. Mapas de prediccion de las concentraciones de NO, (ug/m®)
mediante kriging
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Septiembre 2006

Figura 4.6. (Continuacion)
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La prediccién por kriging mostré un R?=0,53 (p<0,001). La validacién

cruzada global (para todas las campafas y las zonas) mostré que la prediccién

obtenida a partir de esta técnica de interpolacion resulté mejor que la obtenida a

partir del captador méas proximo, de la media de los captadores mas proximos y de

la media de los captadores mas proximos ponderada por el inverso de la distancia

(Tabla 4.6).
ER (%) N Mediana Media DE Min Max.
Kriging 65 23,21 34,07 38,15 0,32 188,81
Préximo 65 29,67 42,99 52,35 0,00 316,67
Media proximos 65 29,79 47,23 56,96 0,76 316,67
Inverso distancia 65 27,76 45,88 54,42 0,10 316,67

*Validacion cruzada para la prediccion global de todas las campafias y zonas.
ER: error relativo; DE: desviacion estandar.
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Asi, para la estimacion del kriging se obtuvo un error relativo de la
prediccion del 34% (media del error porcentual). El error de la estimacion por el
captador mas proximo fue de 43%, para la media de los captadores mas proximos
fue de 47% y para la estimacion mediante la media ponderada por el inverso de la
distancia el error fue de 46%. Estos resultados fueron homogéneos en los distintos
periodos de muestreo y en las distintas zonas, incluso en la zona rural, ya que en

todas ellas se obtuvo para el kriging el menor error relativo (Tabla 4.7).

Zona ER (%) N Mediana Media DE

Kriging 15,58 20,14 16,79
Préoximo 17,63 24,28 20,02

Urbana : ; 24
Media proximos 23,49 25,34 17,50
Inverso distancia 22,35 24,54 18,09
Kriging 34,71 41,41 41,84
Préximo 40,73 57,92 47,39

Metropolitana 16
Media proximos 32,84 41,74 44,34
Inverso distancia 38,55 43,26 44,65
Kriging 20,59 45,55 50,99
S sErE Préximo - 30,08 37,59 20,64
rural Media préximos 34,41 34,14 12,53
Inverso distancia 32,56 35,27 12,69

*Validacién cruzada para la prediccién global de las tres camparias.
ER: error relativo.

Como primera aproximacion a la exposicion individual a NO,, se asigno a
cada nifio un valor de NO, combinando los mapas de prediccién (kriging) con las
coordenadas resultantes de georreferenciar sus domicilios particulares (n=220).
En la Figura 4.7 se muestra la distribucion de los niveles asignados en cada

periodo de muestreo.
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Figura 4.7. Distribucidn de la prediccion por kriging de los niveles de NO, en los nifios
de la cohorte INMA-Granada (n=220)

Los valores de la mediana de las estimaciones de NO, y percentiles (P10;
P90) fueron de 31,1 (10,7; 46,1); 26,8 (15,6; 30,3) y 17,3 (5,3; 23,9) ng/m® para
las tres campafias de muestreo, respectivamente. En la campafia de noviembre
2003, un 28% de los valores estimados de exposicion a NO- superd los 40 pg/m?,
valor limite establecido por la UE para la proteccion de la salud humana
(Directiva 1999/30/CE). El promedio de la prediccion en el periodo 2005/2006
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fue de 23,2 (10,3; 26,5) pg/m® y atendiendo al tipo de zona fue de 28,6 (constante)
ng/m? en la zona urbana; 24,4 (19,3; 27,9) pg/m® en la zona metropolitana 'y 12,8
(9,3; 16,3) pg/m® en la zona semiurbana-rural. En estas dos campafias (2005 y

2006), ningtin valor super6 los 40 pg/m®.

2.3. Modelos de regresion para NO,

Se construyeron modelos de regresion land use regression (LUR)
utilizando como variable dependiente el promedio de las mediciones de NO, en el
periodo 2005/2006. EI mejor modelo en la zona urbana incluia dos variables
predictivas: tipo de calle (de intensidad de trafico alta, media o baja) y porcentaje
de uso del suelo residencial en un buffer de radio 200 m alrededor del punto de
muestro. En la zona no urbana (zonas metropolitana y semiurbana-rural) el mejor
modelo incluia la prediccién del kriging y la longitud de tramos de carretera en un
buffer de 1.500 m (Tabla 4.8).

Zona Variables B p R® VIF RMSE
Constante 3,19 -
Int. trafico medio® 0,13 0,090
Urbana i + 0,45 1,52 3,04
Int. trafico alto 0,36 0,004
% uso_res(200) -0,01 0,022
Constante 1,17 -
No urbana Kriging 0,08 <0,001 0,75 2,30 1,72

Road_length(1500) 0,04 0,062

*Modelos con In(NO;) como variable dependiente.

VIF: Variance Inflation Factor; RMSE: Root Mean Squared Error

TCategorl'a de referencia: calles de intensidad de trafico baja

% uso_res(200): porcentaje de uso del suelo residencial en un buffer de 200 m
Road_length(1500): longitud de tramos de carretera en un buffer de 1.500 m
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La variable mas explicativa en la zona no urbana fue la prediccion
promedio (2005/2006) del kriging, y en la zona urbana fue la intensidad de trafico
en la calle méas cercana. Los modelos presentaron bondades de ajuste de 0,75 y
0,45, respectivamente, mejorando la prediccion del kriging en el caso de la zona
no urbana (R?=0,53). No se detectaron problemas de colinealidad (VIF<10) en los
modelos. El valor de la raiz del error cuadratico medio (RMSE) fue pequefio. La

autocorrelacion espacial residual resulto despreciable en los modelos.

2.4. Asignacion de niveles de exposicién a NO,

Con los modelos obtenidos, se asigné a cada nifio un valor estimado de
exposicion a NO, a los 4 afios. En la Tabla 4.9 se presentan los valores de la
media, mediana, minimo y maximo de las concentraciones de NO, para el total de
nifios, segun la zona de residencia (distinguiendo entre zona semiurbana y zona
rural). Las estimaciones fueron significativamente diferentes entre todas las zonas
(p<0,001). Ninguno de los valores de exposicion asignados superé los 40 pg/m?®.

En la Figura 4.8 y 4.9 se muestra la distribucion por zonas de los valores

asignados.
Zona residencia N Mediana  Media DE Min. Max.
Urbana 35 32,53 29,85 5,29 16,84 34,71
Metropolitana 107 23,79 24,57 5,86 11,66 36,09
Semiurbana 44 14,36 14,23 3,25 7,26 22,98
Rural 34 8,15 9,09 4,77 5,15 31,39
Total 220 22,37 21,92 8,75 5,15 35,23

N: nimero de nifios; DE: desviacion estandar.
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Figura 4.8. Distribucion por zonas de los niveles de NO, asignados a los nifios de
la cohorte INMA-Granada (n=220).
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Figura 4.9. Distribucion por zonas de los niveles de NO, en terciles asignados a
los nifios de la cohorte INMA-Granada (n=220)
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3.

Urinary 1-hydroxypyrene and PAH exposure in
4-year-old Spanish children

(Niveles de 1-hidroxipireno en orina y exposicion a HAPs en
poblacion infantil espafiola de 4 afios de edad)
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Aims: Exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), among the main compounds
present in polluted urban air, is of concemn for children’s health. Childhood exposure to PAH
was assessed by urinary monitoring of 1-hydroxypyrene (1-OHP), a pyrene metabolite,
investigating its association with exposure to air pollution and other factors related to PAH in
air.
Methods: A group of 174 4-year-old children were recruited and a questionnaire on their
indoor and outdoor residential environment was completed by parents. At the same time,
environmental measurements of traffic-related air pollution (NO,) were carried out. A urine
sample was collected from each child in order to analyze 1-OHP using HPLC with fluorescence
detection, correcting for creatinine concentrations. Non-parametric tests and regression
analyses were used to identify environmental factors that influence 1-OHP excretion.
Results: Mean urinary 1-OHP concentration was 0.061 pmol/mol creatinine, ranging from
0.004 to 0.314 pmol/mol. Non-parametric tests and regression analysis showed positive and
significant associations (P<0.05) between 1-OHP and predicted residential exposure to NO,
(which was based on outdoor environmental measurements and geo-statistical analysis), self-
reported residential vehicle traffic, passive smoking and cooking appliance. 1-OHP levels
tended to be higher among children living in urban areas (0.062 pmol/mol vs. 0.058 pmol/mol
for children living in rural areas) but differences were not significant (P=0.20).
Conclusion: In Southern Spain, concentrations of urinary 1-OHP were in the lower range of
those generally reported for children living in non-polluted areas in Western Europe and the USA.
Traffic-related air pollution, passive smoking and cooking appliance influenced urinary 1-OHP
level in the children, which should be prevented due to the health consequences of the
inadvertent exposure to PAH during development.
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1. Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are released into the
environment as a complex mixture of compounds during
incomplete combustion of organic matter (IARC, 2003). PAH
are found in multiple environmental media, including indoor
and ambient air, soil, water and food. The main sources of
human exposure to PAH are occupation, passive and active

smoking, food and water and air pollution (Jongeneelen, 1997).
Pollution of air by PAH is mainly due to fuel-combustion
emissions from motor vehicle (e.g., diesel and gasoline
vehicles), heating and power sources (e.g., including coal, oil
and biomass) and indoor sources, such as cooking, residential
heating and tobacco smoke (IARC, 1989, 2004; Straif et al., 2006;
Lewtas, 2007). Thus, exposure of the general population to
PAH from inhalation of ambient air varies according to the
degree of urbanisation and industrialisation and the level of

@ Granada’s city center
e Residences of children

[ | Rural area
I Urban area

Fig. 1-Study area and residences of children.
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traffic, and it is influenced by the home environment and life
style factors (Hansen et al., 2005, 2008).

PAH are human health hazards and a number of them
are known carcinogenic compounds (IARC, 1983). It is well
known that children are at particular risk for health effects
of air pollutants since their respiratory and immune
systems are not fully developed, they inhale relatively
more air per kilogram of body weight than adults and they
generally spend more time outdoors (Schwartz, 2004).
Exposure to PAH from air pollution has been associated
with increased risk of adverse health effects in children,
such as asthma and cancer, though the extent to which
this excess risk can be attributed to exposure to PAH
remains unclear (Crosignani et al.,, 2004; Kim et al., 2005;
Knox, 2005).

Pyrene is one of the most produced PAH in emissions
from the combustion of petrol and diesel, the main source
of PAH in urban environments (Castano-Vinyals et al.,
2004). Urinary 1-OHP, a major metabolite of pyrene, is
considered an appropriate surrogate biomarker for total
PAH-exposure of human populations (Levin, 1995; Jongen-
eelen, 1997; Siwinska et al., 1998) and is reported to reflect
levels of PAH exposure from different sources such as
ambient air, food and indoor air (Gilbert and Viau, 1997;
Vyskocil et al., 1997, 2000). It has been suggested that
urinary 1-OHP reflects exposure to PAH even at low air
pollution levels (Castano-Vinyals et al., 2004), and it is
increasingly being used to biomonitor human exposure to
air pollution (Hansen et al., 2008). In addition, the human
biomonitoring of environmental exposures to PAH is
considered a priority in the European Environmental and
Health Program (Casteleyn et al., 2007).

Although more information is becoming available on
urinary 1-OHP concentrations among the general popula-
tion, levels in children are less well known. Epidemiolo-
gical studies on childhood exposure to PAH over the past
decade have shown a wide range of 1-OHP levels
(Siwinska et al., 1998, 1999; Vyskocil et al., 2000; Fiala
et al., 2001; Grainger et al., 2005), which were associated
with local sources of outdoor exposure, diet, smokers at
home and cooking with wood/coal (van Wijnen et al,
1996; Siwinska et al., 1999; Fiala et al., 2001; Mucha et al.,
2006; Kollosa-Gehring et al., 2007). In urban areas with
heavy traffic, motor vehicle emissions have been sug-
gested as an important source of childhood exposure to
PAH that, consequently, significantly affects 1-OHP excre-
tion (Mielzynska et al., 2006; Ruchirawat et al.,, 2007;
Tuntawiroon et al., 2007). Thus, in a study of 3-13 year-
old Dutch children, 1-OHP concentrations in those living
in urban residences were significantly higher than those
in children living in rural areas (Hansen et al.,, 2005).
Therefore, it is crucial to take into consideration the area
of residence when studying 1-OHP levels in children.

The present study was carried out as part of the
“Environment and Childhood Research Network” (INMA
network), a population-based cohort study in different
regions of Spain that focuses on prenatal environmental
exposures in relation to growth, development and health
from early foetal life until childhood (Ribas-Fité et al,
2006). The cohort established in Granada province (South-

ern Spain) consists of 700 boys born at the San Cecilio
University Hospital between October 2000 and June 2002
(Lopez-Espinosa et al., 2007). One of the objectives of the
INMA study was to assess prenatal and postnatal exposure
to air pollution via environmental measurements, ques-
tionnaires, geographical information systems (GIS) and
the monitoring of urinary 1-OHP during pregnancy and
infancy (Esplugues et al., 2007). With this background, the
objectives of the present study were to determinate uri-
nary 1-OHP concentrations in children living in Granada
province and to evaluate their association with exposure
to air pollution and other factors related to PAH in air.

2. Material and methods
2.1. Study area

The study was conducted in an area that covers the health
district of the San Cecilio University Hospital, with a total
population of 512,000 inhabitants and an extension of approxi-
mately 4000 km?. This area includes part of the city of Granada
(236,000 inhabitants) and 50 towns and villages. Two areas
were differentiated: a) an urban area, corresponding to the
central districts of the city of Granada and the metropolitan
area around the city, with high population and high traffic
densities (main roads with mean daily frequency about 20,000-
40,000 vehicles), and b) a rural area, with lower traffic density
(below 5000 vehicles/day), where the population resides
mainly in small villages and the main activities are agriculture
and forestry (Fig. 1).

2.2. Study population

From October 2000 to July 2002, mother-son pairs regis-
tered at the San Cecilio University Hospital of Granada
were recruited, in order to investigate chronic exposure to
environmental chemicals (Fernandez et al., 2007). The
inclusion and exclusion criteria were published elsewhere
(Lopez-Espinosa et al.,, 2007). The INMA study protocol
included the medical follow-up of the children at the age
of 4 years, as well as questionnaires and biological sample
collection. Between April 2005 and June 2006, 1 out of 3
mothers was randomly contacted by phone and they
agreed to complete a questionnaire on residential and
home environment. A total of 220 children were contacted.
Urine samples were collected and analysed for 1-OHP from
174 children, 118 living in the urban area and 56 in the
rural area. Written informed consent was obtained from
parents of children before the study, which was approved
by the Ethics Committee of San Cecilio University Hospital.

2.3. Questionnaires

Parents completed a structured questionnaire on possible
sources of children’s exposure to air pollution and PAH,
which included information on smoking habits, perception
of residential traffic density and gas combustion-related
sources in the house such as heating, water heating and
cooking appliances.
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2.4. Environmental measures

The INMA air pollution-study protocol included an estimate of
individual air pollution exposure based on outdoor nitrogen
dioxide (NO,) measurements, following the methodology
published by Esplugues et al. (2007). NO,, like PAH, is
generated by combustion of organic material and is a typical
urban air pollutant that has been used as an indicator of
vehicle emissions (Krdmer et al., 2000; Hochadel et al., 2006).
Sampling was done in two 7-day periods, one in winter and
the other in summer. In brief, ambient air NO, was monitored
in 76 locations throughout the study area using Radiello®
passive samplers (Environmental Research Center, S. Maugeri
Foundation, Padova, Italy) and concentrations were deter-
mined at the “Centro Nacional de Sanidad Ambiental” of the
“Instituto de Salud Carlos III” in Madrid, Spain. NO, was
adsorbed onto a cartridge coated with triethanolamine,
desorbed with a sulphanilamide reactive and then quantified
by spectrophotometry 537 nm. Children addresses were

geocoded and then, using a methodology based on spatial
interpolation methods (kriging technique) (Jerrett et al., 2005),
the NO, residential level was estimated for each child and
used as a proxy of individual exposure to traffic-related air
pollution.

2.5. Urinary 1-OHP measurements

Urine samples (30 ml) were collected in the afternoon during
the working week at the Hospital and stored in three 10 ml
polypropylene containers at —20 °C until analysis. Samples
were analysed for 1-OHP in the Laboratory of the Department
of Public Health at Bilbao, Basque Country (Spain). Analytical
procedure has been published elsewhere (Llop et al., 2008). In
brief, 10 ml of acetic-acetate buffer 0.2 M and 100 pl of p
glucuronidase arylsulfatase enzyme were added to 10 ml of
urine, which was then mixed and placed in a stove at 37 °C
during 18 h. 1-OHP was extracted after hydrolyzation of the
urine by solid-liquid extraction using RP-18 cartridges. The

Table 1 - Descriptive analysis of 1-OHP concentrations (umol/mol)

All children

Exposed to ETS at home

Not exposed to ETS at home

N (%) Mean+SD P N (%) Mean+SD P N (%) Mean+SD P
Exposure to ETS
Not exposed to ETS 93 (53.4) 0.052+0.050 0.17 - - - - - -
Exposed to ETS 81 (46.6) 0.063+0.055
Smoking habit (cigarettes/day)
Not exposed to ETS 93 (53.4) 0.060+0.055 0.25 - - - - - -
1-10 52 (29.9) 0.063+0.055
11-20 19 (10.9) 0.076 +0.044
>20 10 (5.7) 0.052+0.021
Sampling season
Spring 64 (36.8) 0.058+0.057 0.14 26 (32.1) 0.056+0.060 0.24 38 (40.9) 0.063+0.063 0.32
Summer 16 (9.2) 0.087+0.077 11.1)  0.103+0.092 7(75)  0.061+0.053
Autumn 42 (24.1) 0.053+0.035 27 (33.3) 0.060+0.037 15 (16.1) 0.038+0.028
Winter 52 (29.9) 0.065+0.042 19 (23.5) 0.071+0.044 33 (35.5) 0.063+0.046
Area of residence
Rural 56 (32.2) 0.054 +0.055 0.20 30 (37.0) 0.063+0.061 0.26 26 (31.2) 0.053+0.059 0.23
Urban 118 (67.8) 0.060 +0.040 51 (63.0) 0.068+0.053 67 (68.8) 0.060+0.046
Predicted exposure to NO, (ng/m°)
<22.50 81 (46.6) 0.055+0.051 0.04 38 (46.9) 0.060+0.052 0.17 43 (48.4) 0.049+0.053 0.07
>22.50 93 (53.4) 0.067+0.050 43(53.1)  0.074+0.059 50 (51.6)  0.064+0.047
Self-reported traffic-density
Very low frequency 13 (4.6) 0.046+0.034 0.20 6 (7.4) 0.040+0.025 0.43 7 (7.5) 0.046+0.046 0.008
Low frequency 63 (33.9) 0.049+0.022 28 (9.9)  0.042+0.025 35(37.6)  0.054+0.057
Medium frequency 25 (12.1) 0.051+0.038 12 (14.8) 0.070+0.062 13 (14.0) 0.058+0.015
High frequency 21 (8.0) 0.079+0.044 8(9.9)  0.068+0.045 13 (14.0)  0.083+0.021
Very high frequency 52 (27.0) 0.084+0.057 27 (33.3) 0.074+0.062 25 (26.9) 0.091+0.038
Cooking appliance
Electric 91 (45.4) 0.056+0.046 0.09 40 (49.4 0.057+0.044 0.05 51 (54.8 0.056+0.048 0.89
Gas 83 (40.2) 0.069+0.059 41 (50.6) 0.076+0.064 42 (45.2) 0.059+0.053
Water heater
Electric 53 (23.0) 0.052+0.033 0.37 17 (21.0 0.048+0.025 0.15 36 (38.7 0.055+0.038 0.67
Gas 121 (62.6) 0.066+0.058 64 (79.0 0.071+0.060 57 (61.3) 0.059+0.055
Domestic heating
None 22 (12.6) 0.061+ 0.041 0.95 13 (16.0) 0.063+0.044 0.97 9 (9.7) 0.057+0.040 0.99
Electric 61 (35.0) 0.069+0.069 32 (39.5) 0.075+0.075 29 (31.2) 0.062+0.061
Gas 76 (43.5) 0.051+0.036 26 (32.0) 0.055+0.029 50 (53.8) 0.049+0.037
Open fire 15 (8.7) 0.053+0.029 10 (12.3) 0.058+0.028 5(5.4) 0.047 +0.031

1-OHP: 1-hydroxypyrene; ETS: Environmental tobacco smoke; SD: Standard deviation.

P: P-value in Mann-Whitney or Kruskal Wallis test.
Significant associations in bold (P<0.05).
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solvents used in the extraction were acetonitrile and water.
Eluates were evaporated to dryness in a stream of N, and re-
dissolved in acetonitrile for analysis by high resolution liquid
chromatography (HPLC) with fluorimetric detection, using an
RP-18 column and UV fluorescent spectrophotometer (excita-
tion and emission wavelengths of 242 nm and 388 nm,
respectively). 1-OHP concentrations (ng/ml) were corrected
by the creatinine concentration in each urine sample and
expressed in pmol/mol creatinine. The quantification limit
(LOQ) for 1-OHP was 0.030 ng 1-OHP/ml urine. For samples
with 1-OHP<LOQ, a value of half the LOQ was taken.

2.6. Statistical analysis

A descriptive analysis of 1-OHP levels was performed in terms
of the covariates considered in the study: urine sampling
season (spring/summer/autumn/winter), residential area
(rural/urban), smoking habit of parents at home (both “not
exposed/exposed” and “number of cigarettes smoked daily at
home”), residential traffic density perceived by parents (very
low frequency/low frequency/medium frequency/high fre-
quency/very high frequency), cooking (electric/gas), water
heating (electric/gas) and domestic heating (none/electric/
gas/open fire) appliances and predicted residential exposure
to NO,. Because 1-OHP and predicted NO, levels had an
abnormal distribution, non-parametric tests were used to test
the differences among groups. The significance level was set
at 95% (P<0.05).

Spearman test was used to evaluate the correlation
between 1-OHP level and smoking habit of parents (number
of cigarettes smoked daily at home), as continuous variable.
Exposure to environmental tobacco smoke (ETS) was evalu-
ated with two different categorical variables: children not
living/living with smokers (“not exposed’/“exposed”) and
number of cigarettes smoked by parents at home (0; 1-10;
11-20; and >20 cigarettes per day). Predicted residential
exposure to NO, (ug/m®) was divided into two groups
(categorical variable), finding a higher adjusted R? for its
association with 1-OHP than when it was treated as a
continuous variable. A cut-off point of 22.50 ng/m?® was
established based on the change in the slope of the relation-
ship between 1-OHP concentration and predicted NO, in the
localized weight regression (LOESS; Hastie and Tisbhirani,
1990).

Multivariate linear regression was used to examine the
association between 1-OHP values and potential explanatory

Table 2 - Regression analysis between 1-hydroxypyrene
levels and factors of exposure to PAH

p coefficient™ 95% CI P
Predicted NO, 0.401 0.12 to 0.68 0.006
Exposure to ETS 0.264 -0.02 to 0.55 0.07
Cooking appliance 0.235 -0.04 to 0.52 0.10

CIL: Confidence intervals.

Children exposed to <22.50 ug/m> NO,, not exposed to ETS at home,
and living in a house with electric cooking appliance as reference
category.

" Coefficients correspond to 1-OHP on log-transformed scale as
dependent variable.

variables. 1-OHP concentration was treated as continuous
variable on a log-transformed scale. All covariates associated
with the outcomes at a P-value<0.20 in univariate analysis
were introduced in the models. Following a backward
procedure, variables with P-value>0.10 were sequentially
excluded from the model. F test for the change in R? in linear
regression was used to check the exclusion (or not) of
covariates step by step. Statistical analysis was performed
using SPSS software package, version 15.0 (SPSS Inc., Chicago).

3. Results

Mean age (+standard deviation [SD]) of the children participat-
ing in this study was 4.3 years (+0.2). Concentration of 1-OHP
was above the LOQ in 78.8% of urine samples. Mean (+SD) of
unadjusted and adjusted 1-OHP concentrations were 0.070 ng/
ml urine (+0.070 ng/ml) and 0.061 pmol/mol creatinine
(£0.051 pmol/mol), respectively. Concentration of 1-OHP ranged
from 0.004 to 0.314 pmol/mol (0.015-0.553 ng/ml). In urban and
rural areas, 43 and 54% of the children, respectively, were
exposed to ETS, i.e., a total of 81 out of 174 children were living
with smokers. Mean (+SD) predicted residential exposure to NO,
was 20.96 pg/m® (£5.94 pg/m® and significantly different
between children living in urban and rural areas (mean 24.45
vs. 13.42 pg/m?; P<0.001).

Table 1 shows the distribution of urinary 1-OHP levels as a
function of the covariates considered in the study. First,
considering all children together, urinary 1-OHP levels tended
to be higher among children exposed to ETS (mean 0.063 umol/
mol vs. 0.052 pmol/mol), although differences did not reach
statistical significance (P=0.17). Moreover, when smoking was
analysed in terms of number of cigarettes smoked daily at
home (continuous), a positive but weak correlation was found
between smoking at home and 1-OHP excreted by the children
(r=0.133; P=0.108). Second, urinary 1-OHP concentrations of
children living in urban areas were higher compared to rural
children, however differences were not significant (P=0.20).
Third, a significant difference (P=0.04) was found in 1-OHP
urine concentration as a function of predicted residential
exposure to NO,, so that children exposed to residential
NO,>22.50 ug/m? showed higher 1-OHP concentrations com-
pared with children below this level. Fourth, a close-to-
significant difference (P=0.09) was found between children
living in a house with gas cooking appliance and those in a
house with electric cooking appliance.

In order to explore more deeply the effect of ETS exposure
on urinary 1-OHP levels, we performed a stratified analysis of
1-OHP urinary levels and potential explanatory variables.
Among the children living with non-smokers, there were no
differences in 1-OHP levels between urban and rural children
(P=0.23). Close-to-significant and significant differences were
found for predicted NO, levels (P=0.07), and self-reported
traffic density (P=0.008), respectively, so that children exposed
to residential NO,>22.50 png/m® or living near streets with
continuous traffic showed higher 1-OHP levels. In contrast,
urinary 1-OHP levels of the children living with smokers were
only significantly affected by cooking appliance (P=0.05).

In univariate regression analysis, variables associated with
1-OHP at a P-value<0.20 were: predicted residential exposure
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to NO, (P=0.02), self-reported residential traffic (P=0.05),
smoking habit (P=0.07) cooking appliance (P=0.10), exposure
to ETS (P=0.11), and area of residence (P=0.13). In multivariate
analysis, the variables included in the model were: predicted
NO, (P=0.006), exposure to ETS (P=0.07) and cooking appliance
(P=0.10). Table 2 shows regression coefficients and 95%
confidence intervals.

4. Discussion

This study detected an association between urinary excretion of
1-OHP and traffic-related air pollution estimated by outdoor NO,
measurements, suggesting that motor vehicle emissions play
animportantrole in the exposure to PAH of children in Granada.
Accordingly, parents’ perception of traffic density was also
associated with 1-OHP levels but did not influence 1-OHP when
considered together with exposure to NO,, suggesting that NO,
is better marker of traffic-related air pollution than is traffic
perception. Concentrations of 1-OHP were slightly lower in the
children living in a rural setting, characterised by a low density
of traffic. This is consistent with previous findings by Hansen
et al. (2005) in Denmark and Chuang et al. (1999) in the USA of a
possible association between PAH from traffic-related air
pollution and childhood exposure. In our study area, vehicle
emissions appear to be the main source of PAH in ambient air
because the area is mostly devoted to agriculture practices and
services (Lopez-Espinosa et al., 2007) and contains little
industrial activity.

In the framework of the INMA study, 1-OHP levels have
been reported in pregnant women from Valencia, Eastern
Spain (Llop et al., 2008), and they were also associated with
outdoor NO, levels. A few studies have also reported 1-OHP

urinary levels in workers occupationally exposed to PAH in
Spain (Domingo et al., 2001; Schuhmacher et al., 2002; Mari
et al., 2007). However, to our best knowledge, this is the first
Spanish study to evaluate childhood exposure to environ-
mental PAH by this approach. The urinary 1-OHP levels in
these Southern Spanish children were in the lower range of
those reported for young European and North American
children who do not live in industrial areas and are exposed
to low air pollution levels (Chuang et al., 1999; Vyskocil et al.,
2000; Cirillo et al., 2006; Huang et al., 2006), and much lower
than findings in Eastern Europe and Asian countries with high
levels of industrial activity and vehicle traffic (Siwinska et al.,
1998; Mielzynska et al., 2006; Mucha et al., 2006) (Fig. 2). Finally,
the urinary 1-OHP levels found in 95% of the present children
were below the reference value of 0.30 pug/g (0.155 pmol/mol)
established by the German Environmental Survey (GerES III
and 1V) for children aged 3-14 years who are not exposed to
ETS (Wilhelm et al., 2008).

Besides outdoor pollution due to traffic, indoor activities
appeared to affect the children’s exposure to PAH as reflected
in their urinary excretion of 1-OHP. We found some associa-
tion between urinary 1-OHP in children and indoor air
pollution due to ETS, confirming previous reports (Siwinska
et al,, 1999; Kollosa-Gehring et al., 2007). As suggested by
Rogger et al. (1993), the present data also support an
association between the use of a gas cooking appliance and
higher PAH exposure. The above-cited German survey indi-
cated that ETS is an important predictor of urinary 1-OHP
levels in children and found residential setting to be of minor
importance (Becker et al., 2006; Kollosa-Gehring et al., 2007).
However, in Thailand, 1-OHP levels were shown to be higherin
rural versus urban residents due to the use of wood/coal to
cook and heat water in rural areas (Chetinyanukornkul et al.,
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Fig. 2-Review of reported children’s 1-OHP concentrations.
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2006), underlining the need to take into consideration the
geographic area of studies.

There most important limitation in this study of chronic
exposure to air pollution is that 1-OHP reflects short-term
exposure and may be less reliable as an indicator of prolonged
exposure to PAH. Because of the absence of direct environ-
mental data on PAH concentrations, exposure was indirectly
assessed by using predicted NO, concentrations at children’s
residences and analysing factors proposed to be related to PAH
sources. Another important study limitation is that dietary
exposure was not evaluated. Several studies have found that
diet is the most significant contributor (about 90%) to PAH
intake in children (Vyskocil et al., 1997, 2000; Fiala et al., 2001)
and, consequently, to their 1-OHP levels. However, others
have indicated that traffic density, industry or other sources of
ambient air pollution play a major role in exposure assess-
ment to PAH in children (Kanoh et al., 1993; Chuang et al,,
1999; Hansen et al., 2005; Mucha et al., 2006). In the present
study, 1-OHP levels were associated with pollution from traffic
in the urban area, passive smoking and cooking with gas,
suggesting that the contribution of air pollution to PAH intake
in these children may not be negligible. Nevertheless, the
possible influence of diet on 1-OHP in the study sample may
have contributed to the absence of stronger associations with
air pollution.

Account should also be taken of children’s exposure to
PAH through ingestion of contaminated soil, especially in
young children playing outside near heavy traffic or
industrial sources (Tang et al., 2006). In the present study,
lower levels of traffic-related air pollution in the rural area
may lead to lower AH deposition in soil and a lesser intake
of PAH by this route in the rural versus urban children.

According to our findings, indoor sources and traffic-related
air pollution may influence 1-OHP excretion, which has been
proposed as a good marker of exposure to PAH and air pollution.
Urinary 1-OHP levels were associated with predicted residential
exposure to NO, and with traffic density in children living
with non-smokers, suggesting that ETS exposure should be
considered a confounding factor in this type of exposure.

Given the ubiquitous presence of PAH in the environ-
ment and their effects on children’s development, wide
research efforts are warranted into the biomonitoring of
exposure to low environmental levels of PAH during
vulnerable periods, e.g., pregnancy and childhood, and its
possible association with adverse health effects.
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ABSTRACT

Background: Air pollution from traffic has been associated with cardiorespiratory
diseases in children and adults, but there is little information on its potential neurotoxic
effects. This study aimed to investigate the association between exposure to NO,, as a
marker of traffic-related air pollution, and cognitive development in children.

Methods: A population-based birth cohort from Southern Spain was followed up from
the age of 4 yrs for one year. Complete data for analyses were gathered on 210 children
living in urban and rural areas. NO, exposure was predicted by means of land use
regression models. A standardized version of the McCarthy Scales of Children’s
Abilities (MSCA) was used to assess children’s motor and cognitive abilities.
Multivariate analyses were performed to evaluate the relation between exposure to NO,
and MSCA outcomes, adjusting for potential confounders.

Results: A negative effect of NO, was found across all MSCA sub-scales, despite low
predicted NO, exposure levels (5-36 pg/m®). Children exposed to higher NO, (>24.75
ng/m®) showed a decrease of 4.19 points in the general cognitive score and decreases of
6.71, 7.37 and 8.61 points in quantitative, working memory and gross motor areas,
respectively. However, except for gross motor function, associations were not
statistically significant.

Conclusion: Although results were not statistically significant, the associations found
between exposure to NO, and cognitive functions suggest that traffic-related air
pollution may have an adverse effect on neurodevelopment, especially early in life,

even at low exposure levels.



INTRODUCTION

Air pollution is associated with a number of short- and long-term adverse
respiratory and cardiovascular health effects.[1, 2] These effects have largely been
related to exposure to fine and ultrafine particles,[3] whose main source in urban
air is transportation emissions. Epidemiological studies have repeatedly found a
positive correlation between particulate air pollution levels and increased
morbidity and mortality rates in children and adults.[3, 4] Exposure to traffic-
related air pollution early in life has been associated with increased risk of infant
mortality, adverse reproductive outcomes, cancer, development of atopy and
asthma and other adverse respiratory effects.[5]

Animal studies have shown that inhaled particles can be translocated from
the respiratory system directly to the central nervous system, evidencing that the
brain is a target for airborne particulate matter.[6, 7] In children and adults
residing in large urban areas, exposure to severe air pollution has been associated
with pathologic lesions in brain tissues,[8, 9] and children are at special risk since
childhood is a crucial period of brain development. Nevertheless, only two studies
have examined the relation between chronic exposure to traffic-related air
pollution and infant cognitive development. Thus, Calderon-Garciduefias et
al.[10] reported that children with no known risk factors for cognitive disorders
from a polluted urban environment (Mexico City) exhibited significant deficits in
a combination of cognition tasks. A prospective birth cohort study by Suglia et

al.[11] in Boston (USA) reported a relationship between exposure to black carbon



(major component of particles from traffic) and reduced neurocognitive
functioning in urban 8 to 11-yr-old children. Given these findings and the scarce
information on the neurotoxic effect of air pollution in humans, there is a need to
further investigate the possible association between air pollution and
neurodevelopmental disorders.

The aim of this study was to investigate the association of exposure to
NO,, as a surrogate for traffic-related air pollution, with cognitive development at
the age of 4 yrs in a birth cohort in Southern Spain, controlling for socio-

demographic, physical and psychological determinants of this outcome.

METHODS
Study population

The study sample was drawn from a cohort established in Granada
province (Southern Spain)[12] as part of the INMA (Environment and Childhood)
study, a population-based cohort study in Spain that focuses on prenatal
environmental exposures in relation to growth, development and health from early
foetal life until childhood.[13] From October 2000 to August 2002, 700 eligible
mother-son pairs registered at the San Cecilio University Hospital of Granada
were recruited. The inclusion and exclusion criteria were published elsewhere.[14]
In the INMA study protocol, the medical follow-up of the children at the age of 4
yrs included a neuropsychological evaluation. Briefly, between September 2005

and September 2006, 1 out of 3 mothers (n=250) were randomly contacted by



phone and invited to participate in the neurocognitive testing of the children. A
total of 220 (88%) boys were evaluated over this 1-year period. Complete
outcome data, information on exposure and other variables were available for a
subset of 210 subjects. Written informed consent was obtained from parents of
children before the study, which was approved by the Ethics Committee of the
San Cecilio University Hospital.
Study area

The study area was the health district of San Cecilio University Hospital of
Granada, which has a total population of 512,000 inhabitants, a surface area of
4,000 km?, and includes the city of Granada (236,000 inhabitants, 87.8 km? and
altitude of 740 m) and 50 towns and villages. The children’s residence was
classified by dividing the study area into four sub-areas: a) urban area,
corresponding to the central districts of the city, with high population and traffic
densities, b) metropolitan area, towns within the ring road surrounding Granada,
) sub-urban area, towns and villages with more than 10,000 inhabitants and d)
rural area, where population resides mainly in small villages (<5,000 inhabitants).
For modelling purposes, study sub-areas were collapsed into two categories:
urban area (sub-area “a”) and non-urban area (sub-areas “b-d”).
NO; exposure

Home outdoor NO, levels were estimated as a proxy of individual
exposure to traffic-related air pollution. Following a GIS-based methodology

previously applied in the INMA study by Aguilera et al.[15], a land use regression



(LUR) model[16] was built using NO, measurements from 76 sampling locations.
Twenty-six monitoring sites were located in the city (urban area) and 50 in each
town centre in the non-urban area.

Sampling was done in two 7-day periods (November 2005 and September
2006) during the same year as the evaluation of the children. Ambient NO, was
monitored using Radiello® passive samplers (Environmental Research Centre, S.
Maugeri Foundation, Padova, Italy), and concentrations were determined at the
“Centro Nacional de Sanidad Ambiental” of the “Instituto de Salud Carlos III”
(Madrid, Spain). The average of the two sampling periods represented annual
mean NO; levels.[17] Mean NO, concentration at the measurement sites was
20.75 pg/m® (range, 3.25-59 pg/m®).

LUR technique was used to predict home outdoor concentration of NO, at
children’s home addresses (n=220), using the mean annual NO; level at each
sampling site as dependent variable. Two different models were obtained for the
urban and non-urban areas (data not shown). Four categories of geographic data
were collected: land use (urban, residential, industrial or agricultural), altitude of
sampling site, road type (major, secondary or minor/residential roads) and length,
and population density. Predictors included in the urban model were road type at a
given location and percentage of residential land cover within a 200-m buffer
zone around a given site. In the LUR model for the non-urban area, universal
kriging technique was first used to obtain a smoothed surface for global trend of

NO, concentration, and the predictors were the kriging-estimated value at a given



location and road length within a 1,500-m buffer zone. The adjusted R* value was
0.45 for the urban area and 0.75 for the non-urban area. A cross-validated R? of
0.64 was found between the mean annual NO, measurement for the whole study
area and the corresponding predictions obtained from fitting the model to the data.
Children’s home addresses at the age of 4 yrs were geocoded and assigned a NO,
estimate using the corresponding LUR model (urban or non-urban). The predicted
annual mean NO, concentration at the addresses of the 210 children was 20.88
ug/m® (range, 5.15-36.09 pg/m°). There were no differences between children
with complete cognitive measures (n=210) and those without (n=10).
Neuropsychological assessment

Cognitive and motor abilities were assessed by means of a standardized
Spanish adaptation of the McCarthy Scales of Children’s Abilities (MSCA),[18]
which gives standardized test scores for five domains (quantitative, verbal,
memory, perceptual-performance and motor). A general cognitive score, which
estimates global intellectual function, was calculated by combining the verbal,
perceptual-performance and quantitative scores. A higher score indicates a better
performance. Two neuropsychologists were trained to administer and interpret the
MSCA, which was carried out at the Paediatrics Department of our hospital. A
strict protocol was applied to avoid inter-observer variability.[19] At the same
time as the children were evaluated, the parents completed a self-reported
questionnaire on parent-to-infant attachment and another on mental health,

considered as effect modifiers on infant mental developmental.[20] The parent-to-



infant attachment questionnaire consists of 19 items that assess the emotional
bond of affection experienced by the parent towards the infant.[21] The General
Mental Health Questionnaire (GHQ) is designed to identify psychological distress
and short-term changes in mental health in community and primary care settings
and the 12-item version was used.[22] Staff involved in the neuropsychological
testing were blinded to the degree of the child’s exposure to air pollution.

In accordance with previous INMA studies,[19, 23] MSCA items were
reorganized into sub-scales for tasks highly associated with specific
neurocognitive functions as follows: verbal memory (MSCA items 3 and 71I),
working memory (MSCA items 5 and 1411), memory span or short-term memory
(MSCA items 6, 71 and 14l), gross motor (MSCA items 9, 10 and 11), fine motor
(MSCA items 12 and 13) and executive (MSCA items 2, 5, 6,141, 15, 17 and 18)
functions.

Covariates

Information on the characteristics of the study population was obtained by
means of standardized questionnaires administered by trained interviewers at
enrolment (after delivery) and at the 4-yr follow-up visit. Socio-demographic
covariates in the present analysis included place of residence, maternal and
paternal education, maternal occupational status, parity, duration of breastfeeding,
type of delivery, marital status, smoking during pregnancy and age of mothers and
children. Information on birth weight and length and gestational age (physical

covariates) was gathered by the paediatricians responsible for recruitment.

10



Parents’ mental health scale scores and parent-to-infant attachment scale scores
were used as psychological covariates (Table 1).
Statistical analysis

Except for working memory function, neurodevelopment scores followed
a normal distribution and were treated as continuous variables. Working memory
was transformed into a normally distributed variable by applying the formula
1/(x)°, inversely transforming the outcome coefficients after the multivariate
models were fitted. Neurodevelopmental outcomes were standardized to a mean
of 100 points with a standard deviation of 15 to homogenize all scales. Predicted
NO; for the 210 children did not follow a normal distribution and was categorized
into three groups according to tertile values (<15.40, >15.40-24.75, >24.75
ug/m?). Linear regression analysis was used to examine maternal, paternal and
child variables in relation to NO, exposure levels.

Multivariate regression analyses were used to estimate the effect of NO,
exposure on cognitive functions. Separate models were run to control for possible
confounding factors. A “crude” model was obtained for the general cognitive
score after adjusting for the children’s age, the psychologist, and the school term
in which the test was administered. Then, the influence of physical variables and
in utero exposure to tobacco was assessed. A fully-adjusted model was obtained
by adjusting for these variables and socio-demographic and psychological
variables. Covariates were included in the model if their inclusion modified the

estimate of NO, effect on neurodevelopment by >10%, regardless of their
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statistical significance. The same models were constructed for all psychological
scores. Potential interaction between levels of exposure and parental education
was assessed and retained in the model if it modified the NO, effect on cognitive
development by >10%. SPSS version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) and STATA

version 9.0 software packages were used for the analyses.

RESULTS

Table 1 lists the characteristics of the study population as a function of
predicted exposure to NO, during the study period. A higher predicted NO,
exposure level was found in urban (29.71 pg/m®) versus non-urban (9.17 pg/m°)
children (p<0.001). In bivariate analysis, covariates associated (p<0.10) with
exposure to NO, were: place of residence at age 4 (p<0.001, coefficient p=4.74,
15.54 and 20.61 for sub-urban, metropolitan and urban areas, respectively), birth
weight (p=0.06, 3=0.002), maternal education (p=0.02, p=-5.15 for “only primary
school”; p=0.03, p=-3.60 for “secondary school”), paternal education (p<0.001,
=-8.78 for “only primary school”; p=0.02, B=-3.69 for “secondary school”),
maternal occupation (p=0.006, p=3.28), maternal marital status (p=0.09, p=7.31),
and paternal mental health score (p=0.08, p=0.01).

Table 2 shows MSCA cognitive measures as a function of NO, exposure.
Bivariate analysis showed that exposure to NO, >24.75 ug/m3 was significantly
associated with general cognitive (p=0.05, p=4.94) and perceptual-performance

scores (p=0.04, p=5.22), taking as reference the group of children exposed to NO,
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<15.40 pg/m®. When NO, was treated as a continuous variable, associations were
found for general cognitive (p=0.02, p=0.27), perceptual-performance (p=0.01,
3=0.29) and motor areas (p=0.05, p=0.44).

Table 3 shows crude and adjusted effects of NO, exposure on the general
cognitive score. In the crude model, a positive association was found with
exposure to NO, >24.75 pg/m>. A similar tendency and strength of association
were shown when adjusting for birth weight and length, gestational age and
smoking during pregnancy. Importantly, a negative effect of NO, was seen after
adjustment for these variables and socio-demographic and psychological
characteristics, although associations were not statistically significant. Exposure
to higher NO, (>24.75 pg/m>) had a negative effect on the general cognitive score
(-4.19 points). A lower effect was seen for children exposed to NO, in the range
15.40-24.75 pg/m® (-1.07 points). The interaction between exposure level and
parental education did not attenuate the effect of exposure on cognitive scores.

Fully-adjusted models for the remaining cognitive outcomes are shown in
Table 4. Predicted exposure to NO, was negatively associated with all MSCA
areas except for fine motor skills. The magnitude of the effect was stronger for
gross motor function, working memory and quantitative skills. Exposure to NO; in
the range 15.40-24.75 pg/m® and exposure higher than 24.75 pg/m® were related to
decreases of -8.30 (p=0.08) and -8.61 points (p=0.10) in gross motor function,

respectively.
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DISCUSSION

Predicted exposure to ambient NO, was negatively associated with
cognitive development of 4-yr-olds in the cross-sectional fully-adjusted analysis
of this cohort study. Although results were not statistically significant, the
associations found suggest that traffic-related air pollution may have a detrimental
effect on neurodevelopment. The study area has little industrial activity, and
vehicle traffic appears to be the main source of air pollution, chiefly in the city
and towns near main roads. Predicted outdoor NO; at child’s home locations was
used as a marker of exposure to air pollution, which was associated with decreases
across all cognitive functions after adjustment for confounding variables.
Association was stronger for gross motor function, especially in children with
higher exposure to NO, (upper tertile). The association found with gross motor
function may be explained by the earlier development of the brain regions
involved in motor performance (e.g., coordination, balance, posture control)
compared with those involved in learning, memory and language.[24] Hence,
deficits in gross motor skills may be detectable before other deficits in cognitive
function.[25] Psychological follow-up of these children is currently under way to
test this proposition.

Unlike the investigation by Suglia et al.,[11] the present study was
conducted in two well-differentiated sub-areas (urban/rural). The small number of
subjects from each area and the relatively low exposure levels may have limited

the potential of the study and contributed to the absence of stronger associations
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with reductions in cognitive scores. Compared with ambient NO, and predicted
exposure levels described in other Spanish urban areas,[15, 26] Granada is not a
highly air polluted area, and none of the predicted NO, concentrations (5-36
ng/m®) exceeded the annual mean limit value of 40 pug/m® set by the European
Commission for human health protection.[27] Another limitation is the potential
misclassification of exposure, since children’s exposure was based on estimated
concentrations at their home location and commuting patterns were not
considered, which could lead to a bias in the exposure measurement.
Nevertheless, NO, exposure assignment was based on extensive field
measurements, and individual exposure levels were predicted by the LUR
technique, considered a valuable approach for estimating spatial patterns of
traffic-related pollution[16] and increasingly used for exposure assessment.[28,
29] Moreover, as indicated by time-activity studies,[30] children spend most of
their time at home and near home, and residential indoor concentrations of NO, of
outdoor origin are highly correlated with outdoor concentrations.[31] Data in the
present study did not allow us to control for pollutants that may be found indoors,
such as polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) and environmental tobacco
smoke (ETS), which could also affect children’s neurodevelopment.[32]

Despite the study limitations, our findings are in agreement with the only
two studies[10, 11] that previously examined the impact of air pollution on
children’s cognition. Suglia et al.[11] found that exposure to black carbon

predicted a 3-point decrease in the Kaufman Brief Intelligence Test intelligence
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quotient and 4-point decrease in the Wide Range Assessment of Memory and
Learning Test general index. They also estimated exposure to black carbon by
using LUR modelling. In the other study, Calderén-Garciduefias et al.[10]
reported a negative impact of air pollution on fluid cognition, memory and
executive functions on the Wechsler Intelligence Scale for Children-Revised. The
results of these studies are comparable to our findings, despite being carried out in
larger urban areas with higher air pollution levels. Thus, in the present study,
exposure to higher air pollution was associated with 4-point decrease in the
MSCA general cognitive score. The instruments used in the previous and present
studies have been described as reliable and well-standardized child tests that
facilitate comparisons among them.[33]

Strengths of this study include its inclusion of inner-city and rural settings,
allowing comparisons between children with different exposures. Moreover,
account was taken of physical and socio-demographic factors signalled as
potential confounders in previous studies.[34] Thus, we controlled for
socioeconomic status (inferred from home address, educational level and maternal
occupation status) and for parental attachment and distress. Very few studies on
exposure to environmental neurotoxicants and cognitive development in children
have measured parental psychological characteristics, such as maternal
intelligence or mental health.[34, 35]

Besides the well-documented association between brain damage and

particulate air pollution, cognitive impairment has also been related to exposure
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to other urban airborne pollutants with neurodevelopmental toxicity, such as
PAHSs[35, 36] or manganese,[37] as well as to traffic noise.[38] Hence, it is
biologically plausible to assume that air pollution can adversely affect brain
development in children exposed to contaminants that are commonly present in
urban areas (e.g., particles, PAHSs).[35] This hypothesis is supported by the recent
finding of an association between lung function and cognition,[39] indicating that
both outcomes may operate under common regulatory processes and share
vulnerability to environmental factors. Although NO, appears unlikely to
represent the causal agent at ambient concentrations, it is an appropriate marker
for traffic pollution, which correlates well with numerous other components of
automobile emissions.[40]

Given the increasing reports on the neurotoxic effects of particulate air
pollution, it is important not only to understand the potential mechanisms
underlying these effects but also to investigate whether air pollution can affect the
developing brain and adversely affect cognition. The present results suggest that
air pollution associated with vehicular traffic may have a negative effect on infant
cognitive development, even at low exposure levels, supporting demands for the

implementation of preventive measures.
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“WHAT THIS PAPER ADDS” BOX

What is already known?

Air pollution from traffic has been associated with cardiorespiratory
diseases in children, but there is little information to date on its potential
neurotoxic effects.

Only two studies have shown an association between traffic pollution and
cognition in children.

Given the ubiquitous presence of traffic-related air pollution, there is a
need to further investigate whether air pollution can affect the developing

brain and impair children’s cognitive development.

What this paper adds?

This is one of the few available studies evaluating the association between
air pollution and cognitive development in children.

This study suggests that exposure to higher NO, may have a negative
effect on cognition, especially early in life, even at low exposure levels.
Epidemiological studies on the effects of urban air pollution on children’s

development should consider potential neurological damage.
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Table 1. Characteristics of study population by exposure to NO; in the cohort
INMA-Granada, 2000-2006.

Table 2. McCarthy Scale scores by exposure to NO, (n=210) in the cohort INMA-
Granada, 2000-2006.

Table 3. Adjusted effects of exposure to NO, (ug/m>) on child’s general cognitive
score of McCarthy Scales at 4 years of age (Granada, n=210).

Table 4. Fully-adjusted associations of the different cognitive sub-areas of
McCarthy Scales with exposure to NO, (pg/m®) for the INMA-Granada cohort,

2000-2006.
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Table 1. Characteristics of study population by exposure to NO; in the cohort

INMA-Granada, 2000-2006.

Exposure to NO, (ug/m°)

<15.40 15.40-24.75  >24.75 All
(Sample size at age 4 years, n) (68) (70) (72) (210)
Covariates from birth to 4™ year
Place of residence at age 4 (%)
Rural (R) 45.6 0.0 1.4 15.2
Sub-urban 50.0 12.9 0.0 20.5%**
Metropolitan 4.4 74.3 63.9 48.1%**
Urban 0.0 12.9 34.7 16.2%**
CHILD
Birth weight (kg) (mean) 3.3 3.2 3.4 3.3*
Birth length (cm) (mean) 50.6 50.8 50.8 50.7
Gestational age (weeks) (mean) 39.3 39.0 39.4 39.2
School term at evaluation (%0)
3" year, 3" term (R) 32.4 34.3 333 333
4" year, 1 term 26.5 28.6 26.4 27.1
4" year, 2" term 30.9 27.1 29.2 29.0
4" year, 3" term 10.3 10.0 11.1 10.5
Age at evaluation (months) (mean) 51.2 51.5 51.2 51.3
MOTHER
Educational level (%)
University (R) 8.8 11.4 22.2 14.3
Secondary school 735 67.1 65.3 68.6**
Only primary school 17.6 21.4 125 17.1**
Occupation status (%)
Unemployed (R) 64.7 50.0 375 50.5
Employed 35.3 50.0 62.5 49.5**
Parity at child’s birth (%)
0(R) 47.1 50.0 45.8 47.6
1 35.3 37.1 43.1 38.6
2 or more 17.6 12.9 111 13.8
Breastfeeding (%6)
> 28 weeks (R) 2.9 29 6.9 4.3
16-27.9 weeks 33.8 28.6 37.5 333
2-15.9 weeks 33.8 44.3 34.7 37.6
<2 weeks 29.5 10.0 12,5 13.8
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Table 1 (continued)

Exposure to NO, (ug/m°)

<15.40 15.40-24.75  >24.75 All
(Sample size at age 4 years, n) (68) (70) (72) (210)
Covariates from birth to 4™ year
Type of delivery (%)
Vaginal (R) 77.9 72.9 73.6 74.8
Caesarean 11.8 171 16.7 15.2
With forceps or other 10.3 10.0 9.7 10.0
Marital status at child age of 4 yrs (%)
With a stable partner (R) 98.5 100.0 95.8 98.1
Without a stable partner 1.5 0.0 4.2 1.9*
Smoking during pregnancy (%)
No (R) 80.9 714 79.2 77.1
Yes 19.1 28.6 20.8 22.9
Mental health (mean score)¥ 10.8 11.9 11.3 114
Mother-to-infant attachment (mean score) 74.4 74.6 73.9 74.3
Age at child’s birth (years) 31.7 31.6 32.7 32.0
FATHER
Educational level (%)
University (R) 10.3 14.3 23.6 16.2
Secondary school 50.0 65.7 61.1 59.0**
Only primary school 39.7 20.0 111 22.9%**
Mental health (mean score)¥ 9.6 104 11.2 10.2*
Father-to-infant attachment (mean score) i 74.4 75.2 73.1 74.5

(R) Reference category

Smoking during pregnancy: at least one cigarette/day in the third trimester.

tMean score for the General Mental Health scale; a higher score indicates greater psychological
distress.

IMean score for the Parent-to-infant attachment scale; a higher score indicates a closer bond of
affection.

*p-value<0.10; **p-value<0.05; ***p-value<0.001
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Table 2. McCarthy Scale scores by exposure to NO, (n=210) in the cohort

INMA-Granada, 2000-2006.

Exposure to NO /m®
McCarthy scores (median)t Xposu 2 (Mg/m’)

<1540  15.40-24.75  >24.75 All
General cognitive 97.9 100.1 102.47 100.5"
Perceptual-performance 98.4 100.9 102.2" 100.1"
Verbal 99.9 101.8 103.8 101.8
Memory 96.9 101.2 102.2 101.2
Quantitative 95.3 99.0 102.7 99.0
Motor 101.8 101.8 101.8 101.8™

“p-value<0.05, in comparison to NO,<15.40 ug/m®
+The mean score for the McCarthy scales is 100, with a standard deviation of 15. A higher score

indicates a better performance.
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Table 3. Adjusted effects of exposure to NO, (ug/m®) on child’s general cognitive

score of McCarthy Scales at 4 years of age (Granada, n=210)°

Exposure to NO, (ug/m®)

General cognitive model

15.40 - 24.75 > 24.75
] 95% ClI p ] 95% ClI p
Crude analysist 332 -152,815 018 425 -0.55,9.05 0.08
Adjusted for BW + BL + GA +
. . 325 -159,809 019 363 -1.13,840 0.13
smoking during pregnancy
Fully-adjusted model} -1.07 -9.99,785 081 -419 -14.02,564 0.40

SEach row is a different multivariate model taking as reference group “children exposed to
<15.40 pg/m* NO,”

Cl: confidence interval.

+Adjusted for child’s age (months) and school term and evaluator (psychologist).

BW: birth weight (<2,500 g); BL: birth length (<49 cm); GA: gestational age (<37 weeks);
smoking during pregnancy: at least one cigarette/day in the third trimester.

tAdjusted for BW, BL, GA, smoking during pregnancy, place of residence (rural/sub-
urban/metropolitan/urban), maternal and paternal educational level, maternal occupational status
at child age of 4, maternal marital status, mother’s parity at childbirth (no. of older siblings),

breastfeeding (weeks), mother-to-infant attachment score and maternal mental health score.
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Table 4. Fully-adjusted associations of the different cognitive sub-areas of

McCarthy Scales with exposure to NO, (pg/m®) for the INMA-Granada cohort,

2000-2006°

Psychological outcomest

Exposure to NO, (pg/m°)

15.40 - 24.75 >24.75
] 95% ClI p [} 95% ClI p
Perceptual-performance 0.45 -9.17; 10.06 0.93 -2.17 -12.76; 8.41 0.69
Verbal -0.25 -9.53; 9.03 0.96 -3.09 -13.31; 7.13 0.55
Quantitative -4.16 -14.33; 6.02 0.42 -6.71 -17.91; 4.49 0.24
Memory -2.28 -11.95; 7.38 0.64 -5.52 -16.18; 5.13 0.31
Motor -3.36 -13.04;6.31 0.49 -530  -15.96;5.36 0.33
Executive function -193  -10.99;7.13 0.67 -4.93  -14.90; 5.05 0.33
Memory span -0.10 -9.61; 9.41 0.98 -3.46 -13.93; 7.01 0.51
Verbal memory -0.36 -10.61; 9.90 0.95 -2.71 -14.02; 8.59 0.64
Working memory -5.72 -16.26; 4.83 0.29 -1.37 -18.98; 4.24 0.21
Gross motor -8.30 -17.69; 1.09 0.08 -8.61 -18.96; 1.74 0.10
Fine motor 3.28 -6.83; 13.40 0.52 091  -10.22;12.05 0.87

SEach row is a different fully-adjusted model taking as reference group “children exposed to NO,

less than 15.40 pg/m>”.

ClI: confidence interval.

+Mean score for psychological outcomes is 100, with a standard deviation of 15. A higher score

indicates a better performance.
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ABSTRACT

The main source of human exposure to mercury is the consumption of fish
contaminated with methylmercury, which may adversely affect early
neurodevelopment. This study assessed mercury levels in hair of preschoolers in
Spain, where fish consumption is elevated, with the aim of investigating the
influence of their fish intake and other factors on mercury exposure, and
evaluating their association with cognitive development. A population-based birth
cohort from Southern Spain was studied at the age of 4 yrs. Total mercury (T-Hg)
levels were determined in children’s hair, and daily fish intake was assessed by a
food frequency questionnaire. The McCarthy Scales of Children’s Abilities
(MSCA) were used to assess children’s motor and cognitive abilities. Complete
data were gathered on 72 children, and multivariate analyses were performed to
evaluate the influence of mercury exposure and fish intake on MSCA outcomes.
Mean concentration of T-Hg in hair was 0.96 pg/g (95% confidence interval=
0.76; 1.20 po/g). T-Hg levels were associated with higher frequency of oily fish
consumption, place of residence, maternal age, and passive smoking. After
adjustment for fish intake, T-Hg levels >1 pg/g were associated with decrements
in the general cognitive (-6.6 points), memory (-8.4 points), and verbal (-7.5
points) MSCA scores. Higher mercury exposure in children from this
Mediterranean area was associated with cognitive development delay. Studies on
the putative benefits of fish intake during early development should consider

mercury exposure from different fish species.



INTRODUCTION

Mercury is a heavy metal from both natural and antropogenic sources that
is widespread and persistent in the environment (ATSDR, 1999). Once released
into the environment, inorganic mercury is deposited in aquatic media and
becomes methylmercury (MeHg), its most toxic organic form, which
bioaccumulates in marine organisms and is biomagnified through the food chain
(Sanfeliu et al., 2003). Humans can be affected by mercury from amalgam
fillings, thermometers, fossil-fuel emissions, preservative vaccines, and cosmetic
products, among others (Counter and Buchanan, 2004), but the main source of
human exposure is consumption of MeHg-contaminated fish (US EPA, 2009)

MeHg is highly and selectively toxic to the central nervous system,
especially in the foetus (Diez, 2009). Thus, chronic prenatal exposure to MeHg
may result in neurological disabilities (Budtz-Jorgensen et al., 2007; Jedrychowski
et al., 2006; Oken et al., 2005), including language, learning, and attention deficits
and, to a lesser degree, motor and visual-spatial impairment (Castoldi et al., 2008;
Counter and Buchanan, 2004). In two longitudinal-cohort studies in the Faroe
Islands and New Zealand, both fish-eating communities, neurodevelopmental
deficits in school-age children were associated with prenatal exposure to MeHg
from maternal fish consumption (Crumpt et al., 1998; Grandjean et al., 1997).
However, a study in the Seychelles Islands found no adverse effect on children’s
cognitive development (Myers et al., 2003). Hence, the effects of chronic prenatal

exposure to MeHg remain unclear and controversial (Oken et al., 2005; 2008).



Fish is the primary source of nutrients considered to improve child development,
such as n-3 fatty acids (Cohen et al., 2005), and the balance between the benefits
and risks of fish consumption has yet to be fully elucidated (Oken et al., 2008).
Three US studies reported that higher fish consumption in pregnancy was related
to improved infant cognition but that higher prenatal mercury levels were
associated with lower cognition (Lederman et al., 2008; Oken et al., 2005; 2008).
Based on the studies in Faroe, New Zealand, and the Seychelles, the US
Environmental Protection Agency (EPA) adopted a reference dose (RfD) for
MeHg of 0.1 pg/kg body weight per day (US EPA, 2001). This RfD is based on
neurodevelopmental effects associated with in utero exposure to MeHg from the
maternal diet and is related to a maternal hair mercury concentration of 1.0 ug/g
(NRC, 2000). Among the few studies addressing postnatal exposure and potential
neurodevelopmental impairment, contradictory results were published by two
cross-sectional studies from Brazil (Grandjean et al., 1999; Tavares et al., 2005),
and another study in the Faroe Islands found no association between higher hair
mercury levels in children and delayed neurodevelopment (Murata et al., 2002).
Scalp hair has been widely used as a biomarker of human mercury
exposure (McDowell et al., 2004). Mercury in the hair correlates with mercury in
the brain, and MeHg accounts for approximately 70-80% of total hair mercury
(Cernichiari et al., 1995). Although investigations of mercury exposure and
postnatal neurodevelopment have largely relied on concentrations in maternal

hair, it has been suggested that children’s hair mercury levels reflect exposure to



the same dietary mercury sources as the mother (Marques et al., 2007).

Spain is considered one of the largest consumers of fish in Europe (Welch
et al., 2002) and the second in the world (Ministerio de Sanidad y Consumo,
2009). The Mediterranean basin contains important cinnabar deposits, and long-
lived predatory fish have higher mercury content in the Mediterranean than
elsewhere (Renzoni et al., 1998).

The potential sub-clinical effects on neurodevelopment of low-level
exposure to MeHg from contaminated fish remain unclear. The aims of this study
were to investigate exposure to mercury in preschool children from Southern
Spain by quantifying hair mercury levels, to examine the influence of fish intake
during infancy and other factors on this mercury exposure, and to evaluate their
combined effect on cognitive and motor development at 4 yrs of age in a cross-

sectional analysis of a birth cohort.

METHODS
Study area and population

The study sample was drawn from a cohort established in Granada (South-
eastern Spain) (Freire et al., 2009a, b) within the INMA (Environment and
Childhood) study (Ribas-Fito et al., 2006). The survey was conducted in the area
served by the San Cecilio University Hospital of Granada (population, 512 000
inhabitants). Granada is a Mediterranean province with little industrial activity

that is mostly devoted to agriculture practices and services.



From 2000 to 2002, 700 eligible mother-son pairs registered at the San Cecilio
University Hospital were enrolled after delivery. The inclusion and exclusion
criteria were published elsewhere (Lopez-Espinosa et al., 2007). A medical
follow-up of the children was carried out 4 yrs after delivery, including
interviews, examination of growth assessment, neuropsychological evaluation,
and biological sample collection. Briefly, between 2005 and 2006, 1 out of 3
mothers were randomly contacted and invited to participate in the cognitive
testing of their children. A total of 220 boys were evaluated. Complete outcome
data, information on total hair mercury (T-Hg) concentration, and frequency of
fish intake were available for a subset of 72 subjects. No differences in study
characteristics were found between this subset and the children without mercury
measurements (Table 1). Written informed consent was obtained from parents
before the study, which was approved by the Ethics Committee of the San Cecilio
University Hospital.
Mercury exposure

A minimum of 10 mg of hair from the occipital scalp was collected for
each child, placing samples in a plastic bag and storing them at room temperature
until their dispatch to the Environmental Chemistry Department (IIQAB) of the
CSIC (Barcelona, Spain) for analysis. T-Hg was analysed using the AMA-254
analyzer from the Leco Corp. (Praha, Czech Republic) following a previously
described method (Diez et al., 2007). Briefly, hair strands (5-6 cm) were weighed

in a nickel boat and analyzed by catalytic combustion, preconcentration by gold



amalgamation, thermal desorption, and atomic absorption spectrometry. The
analytical procedure was validated by analyzing two human hair Certified
Reference Material (CRM), the NIES CRM No. 13 and the IAEA-086, both
obtained from the National Institute of Environmental Studies, Environmental
Agency of Japan and the International Atomic Energy Agency (IAEA; Vienna,
Austria), respectively. The limit of detection (LOD) for T-Hg was 0.0027 ug/g and
limit of quantification (LOQ) was 0.009 ug/g.

The contribution of MeHg to T-Hg was assessed by analyzing MeHg in the
23 hair samples with the highest T-Hg levels, using a previously reported method
(Diez and Bayona, 2002; Montuori et al., 2004). Briefly, the hair samples were
digested in a 350 pl nitric acid solution (100°C). A cooled aliquot was transferred
to a glass vial with an acetate buffer solution and dipentylmercury (as internal
standard) and phenylmercury (as ethylation quality control). Finally, after
derivatization with aqueous NaBEt,, extraction was accomplished using solid-
phase microextraction. The final detection was carried out using a gas
chromatograph equipped with a cold-vapour atomic fluorescence spectrometry
system. NIES CRM No. 13 was used to validate the method. LOD for MeHg was
0.040 pg/g and LOQ was 0.080 pg/g. Digestion recoveries were 75£11%.
Fish consumption

A semi-quantitative food frequency questionnaire (FFQ) of 95 items was
administered at the 4-yr visit to assess children’s usual dietary intake. Parents

were asked how often, on average, their child had consumed each food item over



the past 12 months. The FFQ was an adaptation of the Harvard questionnaire
(Willet et al., 1985) validated in adult Spanish populations (Vioque and Gonzalez,
1991; Vioque, 2006). The original food list was modified to include foods
frequently eaten by children, and serving sizes were reduced to avoid potential
intake overestimation. The questionnaire had nine possible responses, ranging
from “never or less than once per month” to “six or more per day”, and included
four fish-intake items: white fish (e.g., hake, sole, golden bream), oily fish (e.g.,
tuna, swordfish, salmon, anchovy), varied fried fish, and canned fish (most of
them small-medium size, e.g., tuna, mackerel, sardine). Frequency of
consumption of each fish item was converted to average daily intake in grams.
Covariates

The attending pediatrician and trained interviewers gathered information at
delivery and the follow-up visit, respectively, on maternal socio-demographic
characteristics, reproductive history, parity, smoking during pregnancy, duration of
breastfeeding, children’s passive smoking, weight and length at birth and at 4 yrs,
age at which the children were introduced to the different food groups, and
detailed residential address. The children’s place of residence was classified as
urban (city of Granada, 236 000 inhabitants), metropolitan (towns of >20 000
inhabitants in city residential belt), sub-urban (town of 10 000-20 000
inhabitants), or rural (<10 000 inhabitants).
Neuropsychological assessment

Cognitive and motor abilities were assessed using a standardized Spanish

10



adaptation of the McCarthy Scales of Children’s Abilities (MSCA) (McCarthy,
1972), which gives standardized test scores for five domains (quantitative, verbal,
memory, perceptual-performance, and motor). A general cognitive score (GCS),
which estimates global intellectual function (Jacobson et al., 1990), was calculated
by combining the verbal, perceptual-performance, and quantitative scores. Two
specifically trained neuropsychologists administered the MSCA in the Pediatrics
Department of our Hospital. A strict protocol was applied to avoid inter-observer
variability (Julvez et al., 2007), including inter-observer training and three sets of
quality controls (inter-observer reliability-tests) during the field work. The inter-
observer variability was <5%. Neuropsychologists were blinded to the degree of
the child’s mercury exposure.

In accordance with previous INMA studies (Freire et al., 2009b; Julvez et
al., 2007), MSCA items were reorganized into sub-scales for tasks highly
associated with specific neurocognitive functions: verbal memory, working
memory, memory span, gross motor, fine motor, and executive functions.
Statistical analysis

Because hair T-Hg and MeHg levels were not normally distributed, the
Spearman test was used for their correlation and for correlation between T-Hg and
fish intake (g/day). Neurodevelopment scores followed a normal distribution. The
geometric mean (GM) of T-Hg levels and arithmetic mean (AM) of the GCS, with
95% confidence intervals (Cl), were used for descriptive analysis. T-Hg levels

were transformed into natural logarithms (log T-Hg) to improve normality, and
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graphical loess techniques were applied to evaluate the shape of the relationship
between log T-Hg values and fish consumption to better capture distances from
linearity (Hastie and Tisbhirani, 1990). Neurodevelopmental outcomes were
standardized to a mean of 50 points, with a standard deviation (SD) of 10. GCS
were standardized to a mean of 100 and SD of 15.

Non-parametric tests were used to compare log T-Hg values as a function
of children’s and maternal characteristics, and fish consumption variables.
Differences in the GCS were evaluated with the Student’s t-test or ANOVA.

Multivariate regression analyses were used to assess the association of fish
consumption and other factors with T-Hg concentrations and MSCA scores. The
effect on cognitive functions was adjusted for covariates that might influence
child neurodevelopment. In addition, T-Hg exposure was dichotomized based on
the EPA RfD-related hair concentration of 1 pg/g. Association of fish intake and
other factors with mercury exposure was explored by linear regression (with log
T-Hg as dependent variable) and by logistic regression (with dichotomized T-Hg
measures), evaluating variables associated with mercury levels at a p-value<0.2 in
bivariate analysis. Following a backward procedure, variables with p-value>0.10
were sequentially excluded from the model. The F test for the change in R? and
the LR test were used for the step-by-step exclusion (or not) of covariates in linear
and logistic regression, respectively.

In order to assess the overall effect of T-Hg and fish intake on

neurodevelopment, a model was first built for the GCS, adjusting for evaluator (1%
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or 2"), child’s school term at evaluation, place of residence, maternal age, parity,
mother’s education and occupational status, and fish intake (total and different
fish types). The same models were constructed for the other psychological scores.
MSCA score models were rerun with T-Hg dichotomous measures. Analyses were
performed using SPSS version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, US) and STATA

version 9.0 statistical packages.

RESULTS

Mean age of the children at testing was 51 months (range=48-57 months).
T-Hg and MeHg were quantified in all hair samples (n=72 and 23, respectively).
GM of T-Hg concentrations was 0.96 ug/g (95% CI=0.8, 1.2 pg/g) and median
was 1.04 ug/g. Mean MeHg concentration was 1.81 pg/g (95% Cl=1.4, 2.3 ug/g).
Spearman test showed that T-Hg and MeHg levels in the paired samples were
highly correlated (r=0.88; p<0.001). Mean daily fish intake during the previous 12
months was 45 g and 61% of the children consumed >2 servings/week of fish.
Fried and white fish were the most frequently consumed (76% and 65% of
children consumed >1 serving/week of fried and white fish, respectively). Child
GCS ranged from 53.9 to 138.1 points.

T-Hg concentrations were significantly higher among urban children and
passive smokers (Table 2). Children with older mothers had lower hair T-Hg
levels. The GCS was also higher among urban children, whereas significantly

lower scores were found in children of mothers with secondary and primary
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versus university education. T-Hg concentrations were higher in children who
started eating fish earlier (Table 3). Daily fish intake was significantly associated
with GCS, finding a lower score for children consuming >3 servings/week. Higher
T-Hg levels were not associated with higher fish consumption (p>0.10) but were
significantly associated with canned fish intake (r=0.24; p=0.04). Frequency of
oily fish consumption was associated with T-Hg levels but not with GCS.
Bivariate association of T-Hg with psychological outcomes was only significant
for working memory function (r=0.27; p=0.02).

In the multivariate analysis, area of residence, maternal age, passive
smoking, and frequency of consumption of oily fish were independently
associated with T-Hg levels, but daily fish intake (g/day) and frequency of
consumption of all types of fish were not (Table 4). Children consuming 1-3
serving/month or >1 servings/weeks of oily fish had around 3- or 2-fold higher T-
Hg levels, respectively, compared to children rarely or never consuming oily fish.
T-Hg concentrations were 3-fold higher among urban children (R? value was
0.38). Interaction between area of residence and oily fish consumption was not
significant. The risk of hair T-Hg level >1 ug/g was 11-fold higher (OR=10.81) in
children consuming 1-3 servings/month of oily fish versus children rarely or never
consuming fish and around 14-fold higher in urban versus non-urban children.

A detrimental effect of mercury exposure (>1 pg/g) on memory and verbal
memory was found (7.2 and 8.8-point decreases, respectively) after adjusting for

frequency of fish intake (Table 5). Fish intake >3 servings/week was associated
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with decreases (about 7 points) in GCS, perceptual-performance score, and
executive function scores. Both T-Hg and fish intake had a negative effect on most
outcomes. After adjustment of consumption frequency of the four fish types,
mercury exposure remained negatively associated with memory (-8.4 points) and
verbal (-7.5 points) areas, and with the GCS (-6.6 points) (Table 6). Fried fish
consumption was also negatively associated with the verbal score, whereas canned
fish intake was positively associated with the GCS. In general, cognitive functions
were positively related to oily and canned fish intake and negatively related to

white and fried fish intake.

DISCUSSION
Mercury exposure

Hair mercury levels in these children from Southern Spain were higher
than those reported in other young populations from North-eastern Spanish areas
with important chemical and fishing-industry activities (Batista et al., 1996; Nadal
et al., 2005; Torrente et al., 2005), much higher than concentrations found in
children from US and Germany (Pesch et al., 2002; McDowell et al., 2004), but
lower than levels reported in heavily exposed children from Brazil, Faroe and
Seychelles Islands (Grandjean et al., 1997; Myers et al., 2003; Tavares et al.,
2005). Mercury levels in the present population were similar to those found in
Spanish children living near a chlor-alkali plant (Montuori et al., 2006) and in

Menorca (Mediterranean island) (Diez et al., 2009). Some of these authors
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reported that the children’s exposure to mercury was highly influenced by their
fish consumption (Batista et al., 1996; McDowell et al., 2004; Montuori et al.,
2006; Pesch et al., 2002).

The present study found an association between hair mercury levels and
higher frequency of oily fish intake, place of residence, maternal age, and passive
smoking. Oily fish intake proved to have the greatest influence on hair mercury
levels, in accordance with findings in Valencia, a Spanish Mediterranean coastal
area, where high levels of mercury in cord blood were reported; white fish was the
most frequently consumed group by the Valencian women but mercury exposure
was associated with intake of oily fish (Ramon et al., 2008). A recent study (Marti-
Cid et al.,, 2007) estimated a mercury daily intake of 6.5 pg/day from fish
consumption by children in North-eastern Spain. Mercury concentrations were
found to be higher in long-lived predatory fish, such as swordfish (1.59-2.22 ng/g
fresh weight) and tuna (0.38-0.58 pg/g), followed by red mullet (0.14-0.36 ug/g)
and hake (0.12-0.29 ng/g). Mercury levels in swordfish exceeded the European
Union limit (0.5 pg/g for T-Hg) (Directive 2001/22/EC).

Although there is little industrial activity in our study area, water pollution
with mercury has been reported from other local anthropogenic sources, including
agricultural pesticides, waste water effluents, and metal waste dumps, mainly near
urban locations (Cabrera-Vique et al., 2007). The present results show about 3-
fold higher mercury hair levels in the urban versus rural children. As previously

reported in German children (Pesch et al., 2002), passive smoking was found to
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influence mercury exposure, probably due to the presence of elemental mercury in
tobacco smoke (Rickert and Kaiserman, 1994). Exposure to mercury appeared to
be mainly due to fish consumption in our study population, since hair
concentrations reflect exposure to organic mercury (MeHg), which was highly
correlated with T-Hg content.
Effects on neurodevelopment

A concentration of T-Hg >1 pg/g in hair was associated with decrements in
MSCA general cognitive, memory, and verbal areas, in regression models that
controlled for the consumption frequency of four different fish groups and
selected confounders. Higher fish intake was found to adversely affect the GCS,
perceptual-performance, and executive function scores. However, the effects of
fish consumption on neurodevelopment appeared to depend on the type of fish,
e.g., a higher consumption of canned fish showed a positive effect on the GCS.
Our results support the findings of some studies that higher mercury exposure in
young children is associated with lower cognition, even at relatively low-exposure
levels (Oken et al., 2005).

Previous studies reported adverse effects of prenatal mercury exposure on
cognitive development (Cohen et al., 2005; Crumpt et al., 1998; Grandjean et al.,
1997; Jedrychowski et al., 2006; Lederman et al., 2008; Oken et al., 2005; 2008).
However, postnatal exposure was not related to impaired neurodevelopment in
some cross-sectional studies (Murata et al., 2002; Tavares et al., 2005), calling

attention to the differential effects of prenatal and postnatal exposure. Infants can
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be exposed to mercury from various sources, including breast milk and weaning
foods. However, reports of an association between hair mercury levels in mothers
and infants during the first months of life suggest that children ingest similar
doses of MeHg to their mothers and may reflect family exposure through fish
consumption (Marques et al., 2007). Hair can be used to estimate mercury
exposure over extended periods of time, including fetal exposure (Cernichiari et
al., 1995). Hence, the hair mercury levels in our study may be considered a proxy
for both prenatal and postnatal exposure. An assessment of prenatal exposure of
Spanish newborns (Diez et al., 2009) found a significant maternal transfer of T-Hg
to the newborn and concluded that fish consumption during pregnancy was the
best predictor of neonatal mercury concentrations. In this context, it has been
proposed that early postnatal effects of low-exposures to MeHg may not emerge
until later in life (Rice, 1996). Nevertheless, our study was able to establish a
significant negative association between mercury exposure and infant cognition,
specifically with verbal and memory areas. Similar brain function domains were
found to be affected by prenatal mercury exposure in children in the Faroes
(language and memory) (Grandjean et al., 1997) and in the US (visual memory)
(Oken et al., 2005).
Risks and benefits of fish consumption

A moderate intake of low-contaminated fish during pregnancy is
considered to benefit children’s neurodevelopment and visual function (Daniels et

al., 2004; Oken et al., 2005). The harmful effect of fish intake on cognition
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detected in our sample may be partially explained by contaminants other than
mercury in fish, such as polychlorinated biphenyls (PCBs), which have been
linked to neurological damage (Ribas-Fito et al., 2001). Despite the small sample
size, we found a positive association between cognition and intakes of oily or
canned fish, suggesting that neurodevelopmental effects depend on the fish
species. Oily and canned fish groups include species that may be rich in omega-3
fatty acids, while white and fried fish groups may have a lower content of
beneficial nutrients. Hence, research into the effects of mercury on child
development should consider the different types of fish consumed by the mothers
and infants (Cohen et al., 2005).

The present study shows that mercury exposure in children from a
Mediterranean area is related to fish intake. It is the first report on
neurodevelopmental outcomes associated with infant mercury exposure and fish
consumption in Spain. Given the widespread consumption of fish in Spain, it is
important to accurately determine the associated risk to children’s health of low-

level mercury exposure.
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Table 1. Characteristics of study population

Children Children
included not included
(n="72) (n=138)°

CHILD
Place of residence (%)

Rural 13 18

Sub-urban 21 21

Metropolitan 45 54

Urban 21 15
Weight at 4 yrs (Kg) 18.6 19.2
Height at 4 yrs (cm) 105.0 105.1
Passive smoking at 4 yrs (%)

No 54 61

Yes 46 39
Age at evaluation (months) 51 51
MOTHER
Age at delivery (yrs) 335 33.0
Educational level (%0)

Only primary school 15 20

Secondary school 70 63

University 15 17
Occupational status (%o)

Unemployed 47 42

Employed 53 58
Parity at child's birth (%)

0 43 40

1 40 42

>2 17 18
Breastfeeding (weeks) (%)

<2 8 18**

2-15 47 36

16-27 39 38

>28 6 8
Smoking during pregnancy (%)

No 78 75

Yes 22 25

**p<0.05 (difference between children included and not included)
SChildren with data up to the age of 4-yr visit but not included in the analysis because of missing
data on T-Hg hair concentration or fish intake at 4 yrs.
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Table 2. Total hair mercury levels (ug/g) and general cognitive scores by

characteristics of study population (n= 72), INMA-Granada cohort, 2000-2006.

Total hair mercury (ug/g) General cognitive score®
n®) GM  95%CIl p-value® AM 95% ClI p-value®
CHILD
Area of residence at 4 yrs 0.03 0.01
Rural 9 (13) 0.49 0.19;1.23 100.3  89.6; 111.0
Sub-urban 15(21) 0.89 0.44; 1.80 99.5 91.8; 107.1
Metropolitan 33(45) 095 0.75;1.22 95.7 91.0; 100.5
Urban 15(21) 1.55 1.01; 2.36 110.1 102.1;118.0
Weight at 4 yrs (kg) 0.64 0.61
<18 31(43) 1.06 0.75;0151 99.1 93.3; 102.9
18-21 28 (39) 0.90 0.60; 1.37 101.8 95.7;107.9
>21 13(18) 0.85 0.55; 1.29 101.0 91.4; 1105
Height at 4 yrs (cm) 0.59 0.67
<100 10(14) 1.30 0.74; 2.27 96.4 88.4;104.3
100-108 41 (57) 0.91 0.66; 1.27 101.0 96.5;105.5
>108 21(29) 0.90 0.60; 1.36 100.0 925; 107.6
Passive smoking at 4 yrs 0.02 0.78
No 39(54) 0.78 0.59; 1.03 99.6 94.8; 104.4
Yes 33(46) 121 0.84;1.75 100.6  95.5;105.7
School term of evaluation 0.44 0.25
3“year,3term  29(41) 0.97 0.67;1.14 96.3  90.6;102.1
MMyear, 1%term  19(26) 1.07 0.67;1.71 1014  95.2;107.7
MMyear, 2"term  19(26) 0.76  0.49;1.18 102.3  95.9;108.7
4" year, 3" term 5(7) 141 0.48;4.15 108.2 84.8;131.6
MOTHER
Age at delivery (yrs) 0.06 0.12
<32 33(46) 1.21 0.96; 1.55 97.2 92.1; 102.2
>32 39(54) 0.78 0.55;1.12 1025 97.8;107.2
Educational level 0.54 0.03
Only primary 11(15) 119 0.72;1.97 955  86.6;104.3
Secondary school 50(70) 0.85 0.64;1.13 98.9 95.6; 102.1
University 11(15) 1.32 0.76;2.28 110.2  94.9;1255
Occupation status 0.48 0.07
Unemployed 34(47) 090 0.65; 1.24 96.8 93.0; 100.6
Employed 38(53) 1.01 0.73; 1.40 103.0 97.5;108.5
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Table 2 (continued)

Total hair mercury (ug/g)

General cognitive score®

b

n (%) GM 95% ClI p-value® AM 95% CI p-value
Parity at child's birth 0.10 0.02
0 31(43) 080 0.54;1.20 103.1  98.0; 108.1
1 29 (40) 093 0.69;1.25 94.6 89.5; 99.7
>2 12(17) 1.61 0.93;2.79 105.6  95.5; 115.7
Breastfeeding 0.58 0.58
< 2 weeks 6 (8) 121  0.31;4.70 923  82.6;102.1
2-15 weeks 34(47) 098 0.70;1.39 100.2  94.6; 105.8
16-27 weeks 28(39) 0.87 0.61;1.23 1014  95.9; 106.9
> 28 weeks 4 (6) 1.07 0.34;3.37 1019 92.6;111.1
Smoking during 0.84 0.45
No 56 (78) 0.97 0.76;1.24 99.5  95.4;103.7
Yes 16 (22) 0.91 0.49;1.69 102.0 96.6;107.4

GM: geometric mean; AM: arithmetic mean; CI: confidence interval
3p-value for Mann-Whitney or Kruskal Wallis test; °p-value for T-test or ANOVA

$Mean score for the general cognitive is 100, with a standard deviation of 15
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Table 3. Total hair mercury concentrations (ug/g) and general cognitive scores by

fish consumption, INMA-Granada cohort, 2000-2006.

Total hair mercury (ug/g) General cognitive score®
n®) GM 95%Cl p-value® AM  95% Cl p-value®
Child's age at fish 0.05 0.78
<8 months 14(19) 124 0.72;2.15 102.0 92.9;111.1
9 months 33(46) 112 0.81;1.55 99.5 93.8;105.2
210 months 25(35) 0.67 0.45;0.99 99.8 94.8;104.7
Fish consumption (g/day) 0.25 0.07
<25 18(25) 0.66 0.38;1.13 107.3 102.6;
25-50 32(45) 118 0.85;1.65 96.1 89.9;102.3
51-75 11(15) 1.10 0.63;1.92 100.0 91.4;108.6
>75 11(15) 0.84 0.47;1.48 100.0 92.7;107.4
FREQUENCY OF FISH CONSUMPTION
All types of fish 0.50 0.02
<3 servings/week 28(39) 0.83 0.53;131 104.9 99.7;110.1
>3 servings/week 44 (61) 1.04 0.82;1.33 97.0 92.6;101.4
Fried fish (varied) 0.07 0.12
Rarely/never 9(13) 0.53 0.30;0.94 105.6 96.3; 115.0
1-3 servings/month 8 (11) 1.18 0.49;2.82 103.5 90.7;116.2
1 serving/week 36 (50) 0.95 0.69;1.31 101.3 96.5; 106.2
>2 servings/week 19(26) 1.20 0.75;1.86 93.6  86.6; 100.6
White fish 0.36 0.71
Rarely/never 12 (17) 119 0.68;2.06 96.9 89.2;104.6
1-3 servings/month 13 (18) 1.25 0.64;2.45 98.9 90.0; 107.8
1 serving/week 29 (40) 0.83 0.57;1.23 102.4 95.8;108.9
>2 servings/week 18(25) 0.85 0.58;1.26 99.3 93.9;104.7
Oily fish 0.01 0.72
Rarely/never 17 (23) 0.58 0.34;0.99 100.5 94.2;106.9
1-3 servings/month 20 (28) 1.57 1.08;2.29 97.8 90.5; 105.2
>1 serving/week 35(49) 0.92 0.68;1.24 101.1 96.0; 106.3
Canned fish 0.07 0.19
Rarely/never 31(43) 0.73 0.52;1.03 97.9 92.6;103.3
1-3 servings/month 20 (28) 1.22 0.83;1.77 98.3 91.2;105.5
>1 serving/week 21(29) 114 0.71;1.84 104.9 99.0; 110.9

GM: geometric mean; AM: arithmetic mean; Cl: confidence interval
3p-value for Mann-Whitney or Kruskal Wallis test; °p-value for T-test or ANOVA
$Mean score for the general cognitive is 100, with a standard deviation of 15
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Table 4. Association of children’s fish consumption and other characteristics with

total hair mercury concentrations (ug/g), INMA-Granada cohort, 2000-2006*

Total hair Hg (ug/9)t

>1 pg/g hair Hgt

Exp(B) 95% CI® OR 95% ClI
Area of residence
Sub-urban 1.81 0.93; 3.53* 5.57 0.69, 44.67
Metropolitan 1.86 1.03; 3.38** 3.86 0.60; 24.84
Urban 3.16 1.59; 6.28*** 1426  1.60; 127.19**
Maternal age (<32 yrs) 1.64 1.11; 2.42** 4.69 16.13; 1.36**

Passive smoking at 4 yrs 1.58 1.06; 2.35**
Oily fish consumption
1-3 servings/month 2.86 1.69; 4.84***
>1 serving/week 1.69 1.04; 2.74**

3.98 1.15; 13.81**

10.81 1.97; 59.30**
4.52 0.99; 20.48**

*Multivariate models taking as reference group children living in rural areas, children with
mothers>32 yrs old not living with smokers, and consuming oily fish less than 1 serving/month.

tLinear regression model with log T-Hg level as dependent variable.

TLogistic regression model with dichotomous T-Hg level (<1, >1 pg/g) as dependent variable.

*p<0.1; **p<0.05; ***p<0.001

Cl: confidence interval, Sconfidence interval for Exp(B); OR: Odds ratio.
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Table 5. Adjusted effect of total hair mercury levels (ug/g) and fish intake on

child neurodevelopment outcomes at age of 4 yrs in 72 children from the INMA-

Granada cohort, 2000-2006*

Psychological

Total hair Hg (pg/g)t

>1 pg/g hair Hg}

: B 95% ClI B 95% ClI
outcomes
General T-Hg 209 572154 561 -11.74: 053
cognitive Fish intake >3 sv/week ~ -6.60 -12.76;-0.45** -7.01 -13.03;-0.98**
o T-Hg 073 332,479  -137  -8.33:5.60
Quantitative gy intake 3 sviweek 577  -12.64;1.10  -5.66 -12.50; 1.17*
T-Hg 245  -677:187  -7.19 -14.44:0.06**
Memory Fish intake >3 sv/iwveek ~ -4.81  -12.13;250 -529  -12.41;1.83
T-Hg 262  -7.04:180  -6.54 -14.03:0.95
Verbal Fish intake >3 sv/week ~ -4.03  -1152:346  -453  -11.88;2.83
Perceptual- T-Hg 166  -592:259  -356  -10.85;3.72
performance Fish intake >3 sv/iweek -7.12  -14.33;0.08** -7.43 -14.59; -0.28**
T-Hg 205  -620;211  -401  -11.12:3.11
Motor Fish intake >3 sviweek ~ -2.61  -9.65:443  -298  -9.97:4.01
Executive T-Hg 063  -428:302 -2.67  -8.90:3.56
function Fish intake >3 sv/week ~ -7.36 -13.54;-1.18** -7.49 -13.61;-1.37**
T-Hg 281  687:125 575 -12.68:1.81*
Memory span  pich intake >3 sv/week  -4.60  -11.49:228  -512  -11.93; 1.68
Verbal T-Hg 360  -876:156  -8.80 -17.51;-0.09%*
memory Fish intake >3 sv/week -3.18 -11.93; 5.57 -3.86 -12.41; 4.69
Working T-Hg 336  -0.63:7.35* 140  -5.61:841
memory Fish intake >3 sv/week ~ -4.05  -10.80;2.71  -3.49  -10.38; 3.40
T-Hg 109  525:307 159  -5.56:8.74
Grossmotor — piy intake >3 sv/week 009  -6.95:7.14  -0.06  -7.01:6.96
_ T-Hg 103 546341  -372 -11.28:3.84
Fine motor Fish intake >3 sv/week ~ -169  -9.20;5.82  -1.90  -9.33;5.52

¥Simultaneous adjusted effect of total hair Hg levels (T-Hg) and frequency of fish intake (>3 servings/week),
controlling for school term of evaluation, psychologist, place of residence, maternal age, parity, and mother's
educational level and occupation status.

Each row is a different multivariate model with total hair Hg levels on log-transformed scale.

*Each row is a different multivariate model with total hair Hg levels as dichotomous variable (<1, >1 pg/g)
*p<0.1; **p<0.05; ***p<0.001; Cl: confidence interval
$Mean score for the General cognitive is 100, with a standard deviation (SD) of 15. Mean score for the rest

of psychological outcomes is 50, with a SD of 10.
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Table 6. Association of fish intake with child neurodevelopment outcomes at age

of 4 yrs in 72 children from the INMA-Granada cohort, 2000-2006*

Total hair Hg (pg/g) T

>1 pg/g hair Hg}

Psychological outcomes B 95% CI B 95% ClI
T-Hg -2.85 -6.69; 0.99 -6.60 -13.04; -0.15**
Oily fish 1.02 -6.39; 8.42 1.55 -5.76; 8.85
General cognitive Canned fish 7.98 0.28; 15.68** 7.68 0.16; 15.20**
White fish -3.32 -11.09; 4.46 -3.60 -11.23; 4.03
Fried fish -4.70 -12.34;2.94 -5.07 -12.51;2.37
T-Hg -0.65 -4.96; 3.66 -2.76 -10.10; 4.57
Oily fish 0.65 -7.67; 8.96 0.93 -7.38;9.24
Quantitative Canned fish 2.36 -6.28; 11.00 2.36 -6.20; 10.91
White fish -5.54 -14.27;3.18 -5.83 -14.52; 2.85
Fried fish 4.13 -4.45; 12.70 4.12 -4.35; 12.58
T-Hg -2.79 -7.36; 1.77 -8.40 -15.96; -0.83**
Oily fish 1.97 -6.84; 10.78 2.74 -5.84;11.31
Memory Canned fish 4.55 -4.61;13.71 4.35 -4.47;13.17
White fish -1.83 -11.08; 7.42 -2.45 -11.40; 6.50
Fried fish -4.15 -13.23; 4.94 -4.40 -13.13; 4.33
T-Hg -2.72 -7.21;1.77 -7.50 -14.99; -0.02**
Oily fish 4.20 -4.46; 12.86 4.86 -3.64; 13.36
Verbal Canned fish 7.95 -1.05; 16.95* 7.72 -1.02; 16.47*
White fish -2.36 -11.45;6.73 -2.84 -11.72; 6.03
Fried fish -8.02 -16.95; 0.91* -8.31 -16.96; 0.34**
T-Hg -2.62 -7.20; 1.97 -3.91 -11.77; 3.95
Perceptual- Oily fish -3.53 -12.37;5.32 -3.32 -12.23; 5.60
Canned fish 6.70 -2.52; 15.87 6.28 -2.89; 15.45
performance L
White fish -1.91 -11.19;7.38 -1.78 -11.09; 7.53
Fried fish -2.06 -11.19; 7.06 -2.54 -11.62; 6.54
T-Hg -2.41 -6.86; 2.04 -4.16 -11.76; 3.45
Oily fish 0.47 -8.11; 9.06 0.74 -7.89; 9.36
Motor Canned fish 5.15 -3.78; 14.07 481 -4.06; 13.68
White fish -0.64 -9.65; 8.37 -0.62 -9.63; 8.38
Fried fish -2.52 -11.37;6.34 -2.92 -11.70; 5.86

¥Simultaneous adjusted effect of total hair Hg levels (T-Hg) and frequency of consumption of different types
of fish (=1 serving/week), controlling for school term of evaluation, psychologist, place of residence,

maternal age, parity, and mother's educational level and occupational status.

Each row is a different multivariate model with total hair Hg levels on log-transformed scale.

fEach row is a different multivariate model with total hair Hg levels as dichotomous variable (<1, >1 pg/g)
*p<0.1; **p<0.05; ***p<0.001; CI: confidence interval.
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V. DISCUSION






DISCUSION

1. Valores de trihalometanos en agua de consumo de Granada

Este es el primer trabajo donde se describen los niveles de trihalometanos
(THM) en agua de bebida en diferentes municipios de la provincia de Granada.
Las poblaciones estudiadas incluyen tanto municipios rurales, con menos de 1.000
habitantes, como la capital de la provincia, con 236.000 habitantes. Lo maés
interesante de los resultados de este trabajo es el bajo nivel de THM encontrados
en el area de estudio, con valores en el rango 0,14-18,75 ug/l para la suma de
THM, sobre todo cuando se comparan con los descritos en otras zonas de Espafia
(Villanueva et al., 2003; Fraile et al., 2005), especialmente la region de Levante
(Villanueva et al., 2001a, 2003 y 2006). Ademas, la concentracion méxima de
THM encontrada en el area de estudio es inferior a la tercera parte del valor
méaximo admisible de 100 g/l establecido por la Union Europea para la suma de
estos compuestos (Directiva 1998/83/CE). Estos resultados podrian atribuirse a la
calidad del agua en origen, ya que se trata, muy posiblemente, de abastecimientos

con pocos residuos organicos.

El objetivo principal de este apartado de la presente Tesis Doctoral era
conocer las posibles variaciones en la exposiciéon a THM de los nifios de la
cohorte INMA-Granada atendiendo al lugar geogréfico de su residencia. Tanto la
variable urbano/rural como el origen del agua de consumo (subterraneo/superficial)
fueron relevantes a la hora de explicar las diferencias geograficas en las
concentraciones de THM. Asi, se encontraron mayores niveles en zonas urbanas y
donde el agua abastecida era de origen superficial. En las zonas urbanas la
generacion de THM puede verse favorecida ya que, al tratarse de areas mas
pobladas, el contenido en materia organica suele ser mayor (por ejemplo, por
residuos fecales). Por otra parte, es posible también que las plantas de tratamiento

que abastecen a grandes poblaciones empleen mayor cantidad de desinfectante
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para asegurar la potabilizacion del agua en redes de distribucién de mayor
extension. En las zonas rurales, la actividad agricola supone un aporte adicional
de materia organica al agua. Ademas, las plantas de tratamiento en las zonas
rurales posiblemente cuenten con procesos menos sofisticados, un peor
mantenimiento de las redes de distribucion y/o controles reglamentarios menos

exhaustivos, lo que podria favorecer la generacién de THM.

Los resultados obtenidos pueden ser considerados como representativos
de los niveles medios de THM en el area de referencia de la cohorte INMA-
Granada. Los puntos de muestreo incluyen los siete sistemas principales de
abastecimiento del area de estudio, asi como otros sistemas que suministran agua
a poblaciones pequefias, haciendo un total de 18. Estos sistemas abastecen a un
90% de la poblacion del area y a la casi totalidad de municipios de residencia de
la cohorte de Granada. Los municipios no muestreados estarian representados por
alguno de los sistemas estudiados porque forman parte de las zonas de
abastecimiento incluidas en el muestreo. Los municipios en los que no se
muestred son en su mayoria pequefios, rurales y con abastecimientos autbnomos,

que representan menos del 10% de la poblacién de la zona.

El tratamiento de desinfeccién mayoritariamente utilizado por los gestores
de los abastecimientos del area de estudio es la aplicacion de cloro (Clp),
utilizando en algunos casos hipoclorito (ClIO") en una fase de pretratamiento (pre-
oxidacion) o posterior al tratamiento (postcloracion). Ya que la desinfeccién con
cloro es el tratamiento de potabilizacion del agua que mas se utiliza en la
actualidad, seria necesario que las plantas de tratamiento contemplaran la
posibilidad de llevar a cabo acciones para reducir los niveles de subproductos de
la desinfeccidn generados, sin comprometer, claro esta, la potabilizacion. Existen
métodos de desinfeccion que no utilizan cloro en el tratamiento, como son la
ozonizacion o la aplicacion de radiacion UV, pero presentan el inconveniente de

ser mas costosos. La ozonizacion, aungue en menor medida, también genera
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subproductos perjudiciales. Sin embargo, la utilizacion de radiacion UV no genera
productos residuales pero es de coste elevado. En cualquier caso, uno de los
mejores métodos para controlar los subproductos de la cloracion (SPC) en
cualquier proceso de desinfeccion seria la eliminacion de los precursores

organicos antes de la desinfeccion.

Nuestro trabajo, como ya se ha sefialado, presenta algunas limitaciones.
Quizés, la mas importante es la falta de informacion “oficial” reglamentaria sobre
los niveles de THM, principalmente en los abastecimientos pequefios, cuya
realidad ha sido dificil conocer. Por otro lado, no se determinaron en las muestras
de agua pardmetros como la concentracién de materia organica o de bromuros, lo
que habria ayudado a entender mejor la presencia de THM en los distintos puntos

de muestreo.

Entre los objetivos de la Red INMA esta la obtencion de los datos
reglamentarios que registran los organismos publicos responsables de la vigilancia
de la calidad del agua en cada zona de estudio (en el caso de la cohorte INMA-
Granada, el Servicio de Sanidad Ambiental de la Consejeria de Salud), de forma
que sea posible conocer los datos con los que ellos trabajan y asi valorar la
coherencia con los resultados generados por la Red INMA (Villanueva et al.,
2006). De conformidad con lo establecido en el Real Decreto 140/2003, los
niveles de THM deben ser analizados y vigilados periddicamente por las entidades
gestoras del tratamiento y suministro del agua de consumo. Todas las empresas
gestoras y ayuntamientos implicados en la gestion del agua en el area de estudio
INMA-Granada recibieron un cuestionario disefiado ad hoc siguiendo los
protocolos establecidos por la Red INMA. Se recibié el 60% de las encuestas
cumplimentadas, que aportaron informacién sobre los niveles de THM registrados
en las Gltimas mediciones (2005/2006). Segun estos datos, las concentraciones
para cada compuesto (cloroformo, bromodiclorometano, dibromoclorometano y

cloroformo) no superaron en ningin caso los 10 pg/l. Las concentraciones mas
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altas para el total de THM estaban entre 20 y 25 pg/l, y correspondian a dos
municipios de la zona metropolitana. En general, los datos de zonas urbanas

fueron superiores a los facilitados por los municipios rurales.

A pesar de la variabilidad geogréafica de las concentraciones de THM en la
zona de estudio, el riesgo para la salud asociado a estos contaminantes puede
considerarse pequefio. Por otro lado, los resultados obtenidos podran servir como
valores de referencia para estudios comparativos con otras regiones de Espafia con
mayores concentraciones de THM en agua de consumo, y por tanto, con una
mayor exposicion poblacional. A este respecto, en el estudio de cohortes INMA la
concentracion de THM en agua de bebida se ha utilizado como medida de
exposicion a subproductos de la cloracién (SPC). Sin embargo, se sabe que los
riesgos asociados a la exposicion a THM, como cancer de vejiga, nacimiento
prematuro, aborto espontaneo y malformaciones congénitas, entre otros
(Villanueva et al., 2007; Rice et al., 2008), no se limitan a este grupo de SPC, sino
que existe un conjunto de contaminantes sospechosos de poder contribuir a la
incidencia de estas patologias. En la actualidad, varias cohortes de la Red INMA,
entre ellas la cohorte de Granada, participan en el proyecto europeo del VII
Programa Marco “Hi-Wate” (Health impacts of long-term exposure to disinfection
by-products in drinking water) (Nieuwenhuijsen et al., 2009), cuyo objetivo
principal es estudiar el grado de exposicion cronica de la poblacion a SPC en
distintos paises de la Union Europea, y evaluar el riesgo potencial para la salud
humana asociado a dicha exposicion. En este contexto, se estan Illevando a cabo
mediciones de otros SPC como son los acidos haloacéticos, acetonitrilos y
cloropicrina, entre otros. El proyecto europeo permitird valorar de manera mas
exhaustiva la relevancia en Salud Publica ligada a la presencia de estos

contaminantes en agua de consumo en la provincia de Granada.
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2. Niveles de contaminacion atmosférica y exposicion individual a NO, en

poblacion infantil de Granada

La caracterizacion de la exposicion a contaminacion atmosférica es un
requisito indispensable para estudiar sus posibles efectos en la salud,
especialmente en periodos de mayor vulnerabilidad, como es la infancia. Por ello,
entre los objetivos de este trabajo de Tesis Doctoral se incluye la monitorizacion
ambiental de contaminantes del aire (NO, y COVs) en el area de estudio de la
cohorte INMA-Granada. Entre estos contaminantes cabe destacar que los niveles
medios de NO, registrados fueron relativamente bajos en los tres periodos de
muestreo; las concentraciones medias en las camparias de 2003, 2005 y 2006
fueron de 32,0; 23,5 y 17,4 pg/m®, respectivamente. Ademas, la concentracion
media de NO, en la zona urbana de Granada, 37 pug/m° fue menor que las
descritas en las principales ciudades espafiolas (50-63 pg/m®) (Baldasano et al.,
2003). En ciudades mas pequefias como Pamplona se han descrito niveles medios
similares a los observados en Granada (23,2 pg/m®) (Zabalza et al., 2007; Parra et
al., 2009), mientras que en otras como La Corufia se han observado niveles
inferiores (13,4 ug/m® (Ferndndez-Villarenaga et al., 2004). Si comparamos con
otras zonas de estudio incluidas en la Red INMA, se han observado niveles
medios superiores en la ciudad de Sabadell (40 ug/m® (Aguilera et al., 2008) y
niveles similares en el 4rea de estudio de Valencia (32 pg/m®) (ifiiguez et al.,
2009). Las diferencias encontradas pueden ser debidas a distintos factores, entre
ellos, las caracteristicas particulares de cada zona de estudio, los lugares y
periodos de muestreo, las actividades econdmicas predominantes en cada zona y/o
diferencias relacionadas con los vehiculos, como por ejemplo, la composicion de
la gasolina utilizada en cada region (Gee y Sollars, 1998).

La variabilidad espacial de los niveles de NO, observada en una zona no
industrial como la provincia de Granada (Garcia-Pérez et al., 2007) se puede

explicar por el impacto del trafico en los niveles ambientales de este contaminante.
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Como era de esperar, la concentracion de NO; en el periodo mas calido
(septiembre de 2006) fue significativamente menor que las registradas en las
campanas de otofio (noviembre de 2003 y 2005), lo que coincide con lo publicado
en otros estudios (Mayer, 1999; Batterman et al., 2002; Zabalza et al., 2007,
iRiguez et al., 2009).

En cuanto a los compuestos organicos volatiles (COVs) medidos, las
concentraciones medias de benceno y orto-xileno fueron inferiores a los valores
descritos en ciudades del norte de la peninsula (Pamplona y La Corufia), aunque
los niveles medios de etilbenceno y meta+para-xileno fueron similares
(Fernandez-Villarenaga et al., 2004; Parra et al., 2009). EI compuesto que
presento las concentraciones mas elevadas en el area de estudio fue tolueno, con
un rango de 2,3-34,8 ug/m®, aunque las concentraciones fueron inferiores a las
descritas en los dos estudios realizados en Pamplona y La Corufia (Fernandez-
Villarenaga et al., 2004; Parra et al., 2009). La concentracion media de benceno,
1,9 ng/m?, fue ligeramente superior a la descrita en Sabadell (Aguilar et al., 2008)
y en otras zonas rurales del norte de la peninsula (Parra et al., 2006), aunque la
concentracién maxima alcanzada fue de 5,6 pg/m?, en la zona urbana de Granada,
ligeramente por encima del valor limite de 5 pg/m® para la concentracién media
anual establecido por la UE (Directiva 2000/69/CE). La concentracién media de

benceno en cada una de las campafias no superé el valor de 3 pg/m?®.

En el periodo 2005/2006, la concentracion media de BTEX (suma de
COVs: benceno, tolueno, etilbenceno, o-xileno y m+p-xileno) en Granada, 28,1
ng/m?®, fue superior a la registrada en la cohorte INMA de Sabadell (17,1 pg/m®)
(Aguilera et al., 2008), y ligeramente superior a la descrita en Pamplona (24,3
ug/m®) y en otras zonas urbanas de Europa (Fischer et al., 2000; Topp et al.,
2004). Las mayores concentraciones de COVs se dieron siempre en la zona
urbana, debido a que estos contaminantes son emitidos mayormente por los

vehiculos. Fuera de la zona urbana, la variacion espacial de las concentraciones de
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COVs fue menor que para NO,. En cuanto a la variacion temporal, las
concentraciones registradas en las campafias de otofio (noviembre de 2003 y 2005)
también fueron mas altas que las registradas en la campafa de verano (septiembre

de 2006), de acuerdo con lo descrito por otros investigadores (Parra et al., 2009).

Muchos trabajos han utilizando y utilizan la concentracién de NO, como
indicador de la contaminacion atmosférica derivada del trafico (Briggs et al., 1997
y 2000; Kréamer et al., 2000; Gilbert et al., 2002), aunque la correlacion de NO,
con otros contaminantes asociados a las emisiones de los vehiculos es, no obstante,
una cuestion que merece la pena estudiar (Jerrett et al., 2005a). La alta correlacion
encontrada entre las concentraciones de NO, y COVs en los puntos de muestreo
sugiere que la principal fuente de emisién para los contaminantes estudiados es la
misma, pudiéndose afirmar, por tanto, que el trafico es también la principal fuente

de emision de COVs en el area de estudio.

La interpolacion espacial de las concentraciones de NO, mediante kriging
mostrd, en las tres campafas, el impacto del trafico sobre los niveles de
contaminacion en la zona urbana y la zona metropolitana, especialmente en las
proximidades de las dos carreteras principales del area de estudio (véase Figura
4.6). La combinacién de la prediccion del kriging en el periodo 2005/2006 con la
informacion sobre usos de suelo y trafico permitid la estimacion de los niveles de
NO; exterior en toda el area de estudio, con una varianza explicada de 45% para
la zona urbana y de 75% para la zona no urbana. Una de las limitaciones de este
estudio es la falta de datos de trafico méas especificos, como por ejemplo la
intensidad media diaria de vehiculos en la ciudad de Granada y en las calles del
resto de municipios estudiados, que probablemente hubiesen mejorado la
capacidad predictiva de los dos modelos. Aln asi, utilizando s6lo dos variables
predictivas (la estimacion del kriging y la longitud de tramos de carreteras en un
entorno de radio 1.500 m), se obtuvo, para la zona no urbana, un modelo con un

valor de R? similar al obtenido en las zonas de estudio de las cohortes INMA de
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Valencia, que incluye zona urbana, metropolitana, semiurbana y rural (R*=81%
incluyendo el kriging; R?=73% sin incluirlo), y de Sabadell, con una zona
exclusivamente urbana (R*=75%) (Aguilera et al., 2008; ifiiguez et al., 2009).

La estimacion de la exposicion a NO, en el area no urbana resultd, por
tanto, mucho mas precisa que en el area urbana. El problema en la zona urbana
fue que, ademaés de la falta de datos cuantitativos de trafico, no se consiguio la
interpolacion deseada, ya que el enrejado no era lo suficientemente denso para
captar la variabilidad espacial de NO,, con lo que la superficie que se obtuvo
mediante kriging suavizaba demasiado dicha variabilidad, obteniéndose una
prediccion constante. En las zonas urbanas en general, la existencia de multiples
fuentes y el efecto pantalla, entre otros factores, dan lugar a grandes variaciones
de NO, en pequefias distancias (50-100 m). Por este motivo, dadas las
caracteristicas que diferencian a la zona urbana de la zona no urbana, se utiliz6
una combinacion del método kriging y de modelos de regresion (land use
regression, LUR) para modelizar los niveles de NO, en toda el area de estudio,
siguiendo una metodologia previamente descrita dentro de la propia Red INMA
(Aguilera et al., 2008; ifiguez et al., 2009).

Los niveles de NO, exterior estimados en los domicilios particulares de los
nifios incluidos en la cohorte INMA-Granada tuvieron un valor medio de 21,9
ug/m® y un rango de 5,15-3523 pg/m°. Estos valores fueron ligeramente
inferiores a la media de las concentraciones registradas en los puntos de muestreo
en el periodo 2005/2006, que tuvieron una media de 20,7 pug/m® y un rango de
3,2-59,0 pg/m®. Esto indica que los puntos de muestreo fueron seleccionados
adecuadamente, ya que proporcionaron un gradiente de exposicion considerable
entre los nifios de la cohorte. Las asignaciones de niveles de exposicidn en esta
submuestra de nifios de la cohorte de Granada fueron inferiores a las obtenidas,
mediante metodologias similares, para las mujeres de las cohortes INMA-Sabadell,

con una media de 37,4 pg/m® y un rango de 18,7-76,6 pg/m®, y para las de la
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cohorte INMA-Valencia, con una media de 37,6 ug/m* y un rango de 7,0-68,6
ng/m®, durante el embarazo (Aguilera et al., 2008; ifiiguez et al., 2009).

Segun los modelos para el promedio anual de NO,, en el periodo
2005/2006, ninguno de los nifios vivia en una zona con una concentracion
superior a 40 pg/m?®, valor limite establecido por la UE para la proteccion de la
salud humana, de obligado cumplimiento a partir de 2010 (Directiva 1999/30/CE).
La variabilidad de los niveles de exposicién a NO, en la zona urbana puede haber
estado limitada por la falta de precision en el modelo para esta zona. Aln asi, el
hecho de que la cohorte esté distribuida en un area extensa, con caracteristicas
sociodemogréficas, de usos del suelo y ambientales diferentes ha proporcionado

una variedad de escenarios y, por tanto, un rango de exposiciones mas amplio.

Los modelos basados en sistemas de informacion geogréafica (SIG), con
informacién no solo de caracter geografico sino también temporal, constituyen
una herramienta muy valiosa para evaluar la exposicion infantil en estudios de
epidemiologia ambiental (Gilliland et al., 2005). En este estudio, el modelo
empleado se ha basado en el componente espacial, ya que se pretendia obtener
una aproximacion a la exposicion en un periodo de tiempo determinado (cuando
los nifios tenian 4 afios de edad) y conseguir el rango de gradientes de exposicion
por residir en lugares geogréaficos diferentes. Por tanto, aunque las condiciones
climaticas (humedad, temperatura) juegan también un papel importante en los
niveles de contaminacion atmosférica, en este estudio se tuvieron en cuenta

fundamentalmente las variaciones espaciales, mas que las temporales.

Los modelos LUR se han usado principalmente para estimar la exposicion
a contaminacion atmosférica a largo plazo. En este estudio, los modelos de
regresion se construyeron a partir de los niveles medios procedentes de varias
campanfas de muestreo, siguiendo el procedimiento aplicado en estudios previos
realizados en Europa (Briggs et al., 1997; Lebret et al., 2000), segun los cuales un

modelo para el promedio anual seria mas estable que un modelo para cada
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camparia. Existe un numero considerable de trabajos que han empleado modelos
LUR en la modelizacién espacial de NO, (Briggs et al., 1997; Bellander et al.,
2001; Henderson et al., 2007; Aguilera et al., 2008), sin embargo, todos ellos se
han llevado a cabo en un &mbito estrictamente urbano, mas o menos
industrializado. Es importante destacar que dichos estudios han constatado que las
zonas mas contaminadas dentro de un &rea urbana se mantienen a lo largo del afio,

con independencia de las variaciones temporales.

Otra cuestion de relevancia es en qué medida los niveles modelizados de
NO, en el ambiente exterior representan la exposicién personal a contaminacion
derivada del trafico. Asi, el estudio del patron tiempo-actividad del nifio ayudaria
a obtener una estimacion mas precisa de la exposicion. Los nifios pasan la mayor
parte de su tiempo en ambientes interiores (sobre todo los que residen en zonas
urbanas) y la exposicion a contaminantes del trafico estara determinada por la
medida en que éstos influyen en la calidad del aire interior (Fischer et al., 2000).
Rijnders y colaboradores (2001) encontraron que los niveles de exposicion
personal a NO; en nifios estaban influidos de manera significativa por el grado de
urbanizacion de la zona donde residian y por la intensidad de trafico en la

carretera mas cercana.

A pesar de la complejidad de modelizar la distribucion espacial de las
concentraciones de COVs, hubiese sido también oportuno evaluar la exposicion a
estos contaminantes, especialmente en la zona urbana, debido a los riesgos para la
salud que supone la exposicion cronica a COVs, incluyendo el posible efecto
cancerigeno del benceno (WHO, 2002b). La ventaja que presenta el estudio de la
exposicion a COVs frente al NO, y otros contaminantes gaseosos, es la
posibilidad de determinar la exposicién mediante la utilizacién de biomarcadores
(Sexton et al., 2005).

En resumen, a pesar de las limitaciones de este estudio, ha sido posible

obtener una aproximacion a la exposicion individual a NO; en una submuestra de
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nifios de la cohorte INMA-Granada, a la edad de 4 afios, mediante la medicion de
los niveles de contaminacion atmosférica en aire exterior y el uso de técnicas de
analisis espacial. De este modo, este estudio proporciona una estimacion de la
exposicion individual mas precisa que la utilizada de manera habitual en los
estudios de epidemiologia ambiental para evaluar los efectos en salud por
exposicion a contaminantes atmosféricos, la mayoria de ellos basados en

mediciones indirectas o realizadas a mayor escala.
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3. Niveles de 1-hidroxipireno en poblacion infantil de Granada y exposicion a

hidrocarburos aromaticos policiclicos

Este es uno de los primeros trabajos realizados en Espafia en el que se
investigan las concentraciones de 1-hidroxipireno (1-OHP) en poblacion infantil.
En la cohorte INMA-Valencia se ha realizado un estudio similar, aunque los
niveles de 1-OHP se determinaron en mujeres embarazadas (Llop et al., 2008). En
ambos trabajos se pretendia estudiar los niveles de este biomarcador y su
asociacion con la exposicion a contaminacion atmosférica en un grupo de
poblacion vulnerable, respondiendo a la necesidad de caracterizar la exposicion a
contaminantes ambientales, como los hidrocarburos aromaéticos policiclicos
(HAPSs), potencialmente dafiinos para la salud del feto y del nifio en sus primeros

afios de vida.

La biomonitorizacion humana, que emplea biomarcadores como la medida
de 1-OHP en orina, permite evaluar de manera directa la exposicion a las
sustancias quimicas presentes en el medio ambiente mediante la medida de estos
compuestos 0 sus metabolitos en matrices bioldgicas, como pueden ser sangre,
orina o pelo, en un momento determinado. Ademas, tiene la ventaja, frente a otras
formas de evaluacién de la exposicién (por ejemplo, medida de la concentracién
ambiental de un contaminante o estimacién de los habitos de consumo), de
integrar la exposicion a travées de distintas vias (inhalacién, ingestion o absorcion
dérmica). No obstante, presenta el inconveniente de que no permite identificar la
contribucion de cada via de exposicién a la dosis interna de un residuo quimico

determinado.

Paises como Estados Unidos y Alemania han sido pioneros en el desarrollo
de programas de vigilancia o biomonitorizacion humana para conocer la
exposicion a contaminantes ambientales en poblacion general, utilizando para ello
distintos biomarcadores. En Espafia, a pesar de los esfuerzos de algunas

administraciones, es llamativa la falta de informacién sobre la exposicion de la
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poblacion a contaminantes ambientales, ya que son escasos y muy limitados en su
proyeccion los informes sobre niveles de residuos en diferentes matrices
bioldgicas (Porta et al., 2008). EI conocimiento de los niveles en sangre u orina de
compuestos quimicos relevantes ayudaria a disefiar programas especificos de

actuacion en distintos escenarios.

Los programas NHANES, en Estados Unidos (NCHS, 2007), y GerES, en
Alemania (Seifert et al., 2000), incluyen entre sus objetivos la biomonitorizacion
de la exposicion poblacional a HAPs, debido al interés que ha despertado en los
ultimos afios este grupo de contaminantes en el ambito de la salud ambiental. A
este respecto, el tercer “Informe sobre Exposicion de la Poblacion General a
Compuestos Quimicos Ambientales” del NHANES (CDC, 2005) proporciona
datos de los niveles de plomo, cadmio, mercurio, metabolitos de HAPs y ftalatos
en orina. Por su parte, el GerES (Umweltbundesant, 2008) incluye cadmio,
mercurio y metabolitos de HAPs medidos en muestras de orina. EI biomarcador
establecido y que se considera apropiado para evaluar la dosis interna de
exposicion ambiental a HAPs es la concentracion en orina del metabolito 1-OHP
(Human Biomonitoring Comission, 2005; Hansen et al., 2008). Es, por tanto, una
tarea necesaria obtener datos representativos de los niveles de 1-OHP en orina en
poblacion general espafiola, especialmente en grupos vulnerables, asi como
establecer valores de referencia, tarea que ya se esta llevando a cabo en algunos
paises como los arriba mencionados (Human Biomonitoring Comission, 2005;
Huang et al., 2006; Wilhelm et al., 2008).

Los HAPs se encuentran en el medio ambiente en mezclas complejas de
mas de 100 compuestos distintos, siendo el pireno uno de los que se encuentra en
la mayoria de ellas y en mayor cantidad. El pireno puede ser emitido por diversas
fuentes de combustion industriales, urbanas y domésticas, con lo que la
exposicion poblacional sera mayor y mas generalizada que en el caso de otros

HAPs. En el organismo, el pireno es metabolizado y excretado en la orina,
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principalmente en forma de 1-OHP, por lo que este metabolito esta considerado
como un buen indicador de la exposicion al total de HAPs (Wilhelm et al., 2008).

El estudio de la exposicion a HAPs en nifios de la cohorte INMA-Granada,
mediante la determinacion de la concentracion de 1-OHP en muestras de orina,
mostro valores medios de este metabolito de 0,061 pmol/mol y un rango de 0,004-
0,314 pmol/mol, niveles relativamente bajos cuando se comparan con los
encontrados en estudios realizados con poblaciéon infantil de otros paises,
particularmente en paises asiaticos y europeos con fuentes industriales de emisién
de HAPs (Siwinska et al., 1998; Mielzynska et al., 2006; Mucha et al., 2006), o
con una alta densidad de trafico (Hansen et al., 2005; Ruchirawat et al., 2006 y
2007). La concentracion media encontrada en Granada fue similar a los niveles
medios descritos en poblacién infantil de Estados Unidos (NHANES 1999-2000)
(Huang et al., 2006) e inferior al valor de referencia de 0,155 pmol/mol para nifios
de 3 a 14 afos establecido por la Agencia Ambiental Federal Alemana (Human
Biomonitoring Comission of the German Federal Environmental Agency), a partir
de los estudios GerES 1y IV (Wilhelm et al., 2008).

En nuestro trabajo se formul6 la hip6tesis de que la exposicion a mayores
niveles de contaminacién atmosférica podrian llevar a una mayor excrecién de 1-
OHP, existiendo una relacion entre la concentracion de HAPs emitidos por el
trafico y la exposicion infantil a estos compuestos (Kanoh et al., 1993; Hansen et
al., 2005; Ruchirawat et al., 2005). Ademas, se sugiere que la concentracion de 1-
OHP en orina refleja la exposicion a HAPs incluso a bajos niveles de
contaminacion atmosférica (Castafio-Vinyals et al., 2004). En la consideracion de
los determinantes de la exposicion a HAPs, es importante sefialar dos hechos que
pueden ayudar a entender mas facilmente el desarrollo del trabajo: 1) el objetivo
del mismo era evaluar la asociacion de la concentracion de 1-OHP con la
exposicion infantil a contaminacion atmosférica, interior y exterior, relacionada

con los HAPs del aire y 2) considerando que el trafico es la principal fuente de
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emision de HAPs en érea de estudio, se utilizo la concentracién de NO, estimada
en el domicilio del nifio y la percepcion de los padres sobre la intensidad del
trafico en las proximidades de su vivienda, como indicadores de la exposicion a

los contaminantes del trafico.

En los nifios de la cohorte de Granada, el analisis bivariante mostr6 una
asociacion positiva entre los niveles de 1-OHP en orina y las concentraciones de
NO, estimadas en el exterior de los domicilios. Después de estratificar la
poblacién en funcion de la exposicién pasiva al humo de tabaco, se encontré una
asociacion entre las concentraciones de 1-OHP vy la intensidad de tréfico percibida
por los padres, y entre 1-OHP y el tipo de cocina de la vivienda, indicando que el
humo del tabaco podria actuar como factor de confusion en este tipo de
exposicion. En el andlisis multivariante, los factores finalmente asociados de
manera positiva e independiente con la concentracion de 1-OHP (p<0,10) fueron
el nivel estimado de NO,, la exposicion pasiva al humo de tabaco y el uso de

cocina de gas en la vivienda.

La intensidad de trafico percibida por los padres y el nivel estimado de
NO; en el domicilio estaban correlacionados de manera significativa, ya que son
dos variables relativas al trafico en el entorno de la vivienda. Sin embargo, solo el
nivel de NO, fue significativo en el modelo multivariante, indicando que esta
variable cuantitativa refleja mejor la contaminacién por trafico que la variable
subjetiva de percepcion y, por tanto, explica mejor la variabilidad de los niveles
de 1-OHP encontrados.

Estos resultados sugieren que en el area de estudio el trafico puede ser
considerado como la principal fuente de emision de HAPs en aire exterior y que
juega, por tanto, un papel importante en la exposicion de la poblacion a estos
contaminantes, como ya lo habian indicado otros estudios realizados en Espafia
(Llop et al., 2008), Dinamarca (Hansen et al., 2005) y Estados Unidos (Chuang et

al., 1999). Ademas, otras posibles fuentes de emisiéon de HAPs, como el tabaco,
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parecen tener influencia en los niveles de 1-OHP en poblacion infantil, como
también lo han sefialado otros autores (Siwinska et al., 1999; Becker et al., 2006;
Kollosa-Gehring et al., 2007).

La orina es probablemente la segunda matriz biolégica mas usada, después
de la sangre, en programas de biomonitorizacion humana. En estudios de
epidemiologia ambiental con poblacion infantil, la determinacion de
biomarcadores de exposicion en muestras de orina, como la medida de 1-OHP,
resulta particularmente ventajoso porque: i) las muestras de orina son faciles de
obtener y por métodos no invasivos, ii) se puede disponer facilmente de los
volimenes necesarios para el analisis, y iii) supone un coste pequefio en
comparacion con la obtencion de otro tipo de matriz bioldgica (Esteban y Castafio,
2009). No obstante, utilizar la medida de la concentracion de 1-OHP en orina
como reflejo de la exposicion cronica a HAPs tiene sus limitaciones. En una
muestra de mujeres embarazadas de la cohorte INMA-Valencia, se encontrd que
la concentracion de 1-OHP era un buen indicador de la exposicion reciente a
contaminacion atmosférica relacionada con el trafico (Llop et al., 2008). Por tanto,
la validez de este biomarcador como indicador de la exposicion crénica es todavia
cuestionable.

Evaluar la exposicion crénica a los distintos contaminantes ambientales es
una tarea compleja, especialmente cuando la exposicion ocurre a través de
diferentes rutas. En el caso de 1-OHP, los niveles excretados en nifios pueden
reflejar la exposicion a HAPs a traves de la inhalacion, la dieta o el contacto con
suelo contaminado. En este trabajo se pretendia estudiar la exposicion a HAPs
presentes en el aire (a través de la inhalacion) y su influencia en la concentracion
de 1-OHP en orina. Pero, ademas de la contaminacion atmosférica y el humo de
tabaco, la dieta puede ser una fuente importante de exposicion humana a HAPS, en
ocasiones la que mas contribuye a la exposicion infantil (Vyskocil et al., 1997 y
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2000; Fiala et al., 2001). Por tanto, el hecho de no haber contemplado esta ruta
supone una de las principales limitaciones de este trabajo.

El contacto con suelo contaminado también es otra posible fuente de
exposicion infantil a HAPs, especialmente en nifios que viven en las proximidades
de carreteras con mucho trafico o de fuentes industriales (Tang et al., 2006). Sin
embargo, como ya se ha comentado con anterioridad, la principal fuente de
contaminacion atmosfeérica en el area de estudio es el trafico y, por tanto, la que
mas contribuye a la concentracion de estos contaminantes en el suelo. Cabe
recordar que en la zona rural los niveles de NO, fueron bajos y es probable que la
deposicién de HAPs procedentes del trafico no sea relevante, ni tampoco la

exposicion infantil por este via.

Otros aspectos como el pequefio tamafio muestral (n=174) y la falta de
mediciones ambientales directas de HAPs también pueden haber limitado la
potencialidad de este estudio. No obstante, a pesar de estas limitaciones, se
encontro una asociacion entre los niveles de 1-OHP medidos en la submuestra de
nifios de la cohorte INMA-Granada y la contaminacion relacionada con el trafico,
la exposicidn pasiva al humo de tabaco y el uso de cocina de gas en sus viviendas.
Se concluye, por tanto, que el papel de la contaminacion del aire en la exposicion
infantil a HAPs es considerable, aunque la falta de asociaciones mas fuertes
podria deberse a la contribucion de otras rutas de exposicion, especialmente la

dieta.
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4. Exposicion a contaminacion atmosférica y desarrollo cognitivo en

poblacion infantil de Granada

Entre los objetivos de este trabajo se encontraba el estudio de la asociacion
entre el desarrollo cognitivo en los nifios de la cohorte INMA-Granada y la
exposicion a la contaminacion atmosférica procedente del tréfico. Para ello, se
realiz6 un andlisis transversal que dio como resultado una relacion inversa entre
los niveles estimados de exposicion residencial a NO; y el neurodesarrollo de los
nifios a los 4 afos de edad, después de ajustar los modelos por distintos factores
de confusion, sociodemogréaficos y fisicos, y por variables psicol6gicas de la
madre, esto es, salud mental y vinculo afectivo. Aunque el anélisis realizado no
establece causalidad, s6lo una asociacion, los hallazgos sugieren que podria existir
una relacion entre una mayor exposicion a contaminacion atmosférica procedente
del trafico (NO2) y un peor rendimiento cognitivo en edades tempranas. Ademas,
la asociacion obtenida en el andlisis ajustado fue consistente, ya que se encontrd
una relacion de signo negativo con el NO; en todas las areas y funciones del test
McCarthy, empleado para evaluar el desarrollo cognitivo de los nifios. A pesar de
que las asociaciones encontradas no fueron estadisticamente significativas, no se

puede descartar la hipotesis planteada.

Un estudio similar llevado a cabo en la ciudad de Boston (Estados Unidos)
describié una asociacion negativa entre la exposicion a particulas del trafico y el
rendimiento cognitivo en 210 nifios de entre 8 y 10 afios (Suglia et al., 2008). Se
encontré una disminucion de 3 puntos en el coeficiente de inteligencia (1Q)
obtenido mediante el test de Kaufman (Kaufman Brief Intelligence Test), y de 4
puntos en el indice general obtenido a partir del test de memoria WRAML (Wide
Range Assessment of Memory and Learning), como resultado de una mayor
exposicion a particulas del trafico. La magnitud de estas asociaciones fue del
mismo orden que las encontradas en el presente trabajo de Tesis Doctoral, aunque

en el estudio americano si se alcanzd la significacion estadistica. En nuestro
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estudio, se observé una relacion proxima a la significacion estadistica en la
funcion motora gruesa, mostrando una disminucion de 8,3 puntos para valores de
exposicion a NO,entre 15,40 y 24,75 pg/m® (p=0,08) y de 8,6 puntos para valores
de exposicion >24,75 pg/m® (p=0,1). También en nifios residentes en la ciudad de
Meéjico, donde los niveles de contaminacion atmosférica por trafico son muy
elevados, se ha descrito retraso en determinadas areas cognitivas, como la
memoria y la funcion ejecutiva, en comparacion con nifios que habitan en zonas

menos contaminadas (Calderon-Garciduefias et al., 2008a).

Existen varios mecanismos potenciales que podrian contribuir al efecto de
la contaminacion atmosférica en el neurodesarrollo de los nifios en los primeros
afios de vida. Algunos estudios han demostrado que las particulas ultrafinas del
aire pueden alcanzar el cerebro sin necesidad de penetrar en los pulmones
(Oberdorster et al., 2004). Las particulas depositadas en el cerebro probablemente
estan relacionadas con un aumento del estrés oxidativo en este 6rgano, al igual
gue se ha observado en otros tejidos (Beck-Speier et al., 2005). Asi, por ejemplo,
se ha demostrado que los metales contenidos en las particulas del aire inducen
estrés oxidativo en los pulmones (Knaapen et al., 2002; Ghio, 2004). También se
ha relacionado la exposicion a la contaminacion derivada del trafico con
inflamacién cronica en el sistema nervioso (Calderon-Garciduefias et al., 2002,
2004 y 2008b; Lai et al., 2005). Ambos mecanismos podrian implicar un déficit
cognitivo, como resultado del impacto de la contaminacién del trafico sobre el

sistema nervioso en etapas tempranas del desarrollo.

Hasta el momento, s6lo hemos podido identificar dos estudios que hayan
evaluado el efecto de la contaminacion del aire por particulas sobre el desarrollo
cognitivo infantil (Calderén-Garciduenas et al., 2008a; Suglia et al., 2008). Otros
estudios han investigado el impacto del ruido del trafico o de otros contaminantes
neurotoxicos del aire, como los HAPs, en el desarrollo cognitivo infantil
(Jedrychowski et al., 2003; Stansfeld et al., 2005; Perera et al., 2005a, 2006a y
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2007). Ante la escasez de trabajos al respecto, tan solo se puede especular sobre
las asociaciones encontradas y los mecanismos patogénicos. EI NO, exterior
puede ser considerado un buen indicador de los niveles de otros contaminantes,
como las particulas, emitidas también por los vehiculos. La exposicion a NO;
exterior, en nuestro estudio no seria, por tanto, el agente causal, sino un posible
indicador de la exposicion a otros contaminantes atmosféricos con probado efecto

neurotoxico y que tienen fuentes de emisiones comunes con el NO;,

Como ya se ha indicado, el tamafio de la poblacion de este estudio es la
principal limitacion del mismo, lo que podria haber contribuido, en parte, a la falta
de significacion estadistica en los resultados obtenidos. Por otro lado, una de las
fortalezas de este trabajo ha sido la seleccion de una serie de variables
socioecondmicas, fisicas y psicoldgicas como posibles confusores del efecto de la
contaminacion sobre el rendimiento cognitivo de los nifios evaluados, siendo éste
uno de los pocos trabajos sobre neurotoxicidad infantil asociada a contaminantes
ambientales que contemplan el papel de algin determinante psicol6gico de los
padres (Mink et al., 2004; Perera et al., 2006a). Aunque el estudio deberia haber
incluido ademas, entre las variables socioecondmicas, la clase social o el nivel de
ingresos, ya que es conocido que el estatus socioeconémico esta directamente
asociado con el desarrollo cognitivo en la infancia (Noble et al., 2007), al no
disponer de esta informacion, el modelo se ajusto por el nivel de estudios de la
madre y del padre, por la ocupacion de la madre (empleada / no empleada) y por
el lugar de residencia, que podrian reflejar en buena medida las diferencias
socioeconémicas en la poblacién de estudio. Otras de las ventajas de nuestro
estudio, a diferencia del estudio de Suglia y colaboradores (2008), es que incluye
un area extensa con zonas bien diferenciadas, lo que ha proporcionado una mayor
variabilidad tanto en el estatus social de las familias como en el grado de

urbanizacion.
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Como ya se ha mencionado anteriormente, otra posible limitacion de este
estudio es que la asignacién de los niveles de exposicion a NO, se baso en las
concentraciones estimadas en el exterior del domicilio, con lo que no se considerd
la exposicion en el colegio o en otros lugares en los que los nifios pasan parte de
su tiempo. Sin embargo, dadas las caracteristicas sociodemograficas de la
poblacion, la mayoria de los nifios de la cohorte INMA-Granada incluidos en este
estudio acudian a un colegio cercano a su domicilio, y siempre en el mismo
nucleo urbano en el que residian. Ademas, es importante tener en cuenta que, en
comparacion con los adultos, los nifios pasan méas tiempo en el interior de sus
viviendas y alrededores (Liu et al., 2003). Por otro lado, algunos trabajos han
investigado las posibles fuentes de contaminacion por NO, en el interior de las
viviendas; asi, un estudio de cohortes llevado a cabo en Gran Bretafia y en dos
areas de Espafia (una urbana y otra rural) encontré que las diferencias en las
concentraciones de NO, en el interior de las residencias reflejaban las diferencias
observadas en el exterior, y los factores domésticos que influian en la
concentracion de NO; en el interior eran constantes en las tres cohortes estudiadas
(Garcia-Algar et al., 2004). Otros estudios han indicado que la exposicion
residencial y en el interior de la vivienda son las que mejor representan la
exposicion individual (Rohas-Bracho et al., 2000). Por tanto, se podria considerar
que la estimacidn de la exposicién basada en los niveles ambientales en el exterior

es un buen reflejo de la exposicidn personal en la muestra de nifios estudiados.

En cuanto a la variacién temporal de los niveles de contaminacion
atmosférica, se puede asumir que la variacion espacial es relativamente
homogénea a lo largo del afio y, por tanto, es poco probable que la asignacion de
un valor promedio anual de exposicion (y no una asignacion en el momento
exacto de la evaluacion neuropsicologica) haya influido en los resultados

obtenidos. Dicho de otra manera, los niflos con los valores mas altos de
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exposicion serian probablemente los mismos con independencia del momento del

afio en el que se hubiese llevado a cabo la evaluacion neuropsicoldgica.

En las ciudades, los nifios estdn probablemente méas expuestos a los
contaminantes atmosféricos del trafico que los nifios que viven fuera de las zonas
urbanas pero, a la vez, el grado de urbanizacion, que se relaciona con el nivel de
estudios o la clase social, puede jugar un papel positivo en el neurodesarrollo
infantil. Por esta razon, es digno de mencion el hecho de haber estudiado estos
factores en su conjunto, aunque también hubiese sido interesante incluir en el
andlisis la exposicion a otros contaminantes del interior de la vivienda, como el
humo de tabaco ambiental o COVs, que también pueden contribuir a un retraso en
el rendimiento cognitivo de los nifios (Fiedler et al., 2005; Herrmann et al., 2008).
En nuestro trabajo, el modelo si se ajustd por la exposicion prenatal al humo de
tabaco y por las variables de lactancia, peso y talla al nacer y edad gestacional,
factores considerados como confusores del neurodesarrollo infantil, de acuerdo
con lo publicado por otros autores (Ribas-Fitd et al., 2003 y 2006; Julvez et al.,
2007a'y 2007b; Herrmann et al., 2008).

Como conclusidén, cabe resaltar la novedad y oportunidad del trabajo
planteado ya que, segun la bibliografia revisada, hasta el momento se ha prestado
muy poca atencién a estos estudios y sélo hay dos trabajos publicados que
investiguen la asociacion entre la exposicion a contaminacién atmosférica
derivada del tréfico y el neurodesarrollo infantil. En la cohorte de Granada la
evaluacion de los nifios se realizé en una edad méas temprana del desarrollo (4
afios) que en las otras cohortes referidas y, ademas, al andlisis incluia nifios que
residen en zonas urbanas y rurales. Por esta razén, los resultados encontrados
sugieren que la contaminacion atmosférica presente en ambientes urbanos puede
suponer un riesgo para la salud y el desarrollo de los nifios y se hace necesario
profundizar en este tipo de investigaciones. A este respecto, dado el caracter

global de este tipo de exposicién, asi como las posibles implicaciones en el

250



neurodesarrollo en edades mas avanzadas, seria necesario realizar estudios que,
incluyendo un nimero mayor de nifios, fueran capaces de detectar los efectos
subclinicos por exposicion cronica a contaminantes atmosféricos, incluso a
niveles relativamente bajos de contaminacion, y especialmente en aquellas
ciudades con una peor calidad del aire. La cohorte INMA-Granada ofrece una
magnifica oportunidad para resolver algunos de los interrogantes planteados al

tener previsto el seguimiento de los nifios en edades mas avanzadas.
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5. Exposicion a mercurio, consumo de pescado y desarrollo cognitivo en

poblacion infantil de Granada

Los niveles de mercurio total en pelo (T-Hg) determinados en la
submuestra de nifios de la cohorte INMA-Granada presentaron una media
geométrica de 0,96 pg/g y un rango de 0,04-6,67 pg/g. Cuando estos niveles se
comparan con los niveles de exposicion a mercurio encontrados en otros estudios
de cohortes o en grupos de nifios de Esparia y otros paises, la concentracion media
de T-Hg descrita en el presente trabajo de Tesis Doctoral fue superior a la
encontrada en nifios de Catalufia, con niveles medios que oscilan entre 0,67 y 0,77
Mg/g (Batista et al., 1996; Nadal et al., 2005; Torrente et al., 2005), por encima de
los descritos en nifios de Alemania, con valores medios de 0,23 pg/g y un rango
de <0,06-1,70 pg/g (Pesch et al., 2002), y también superior a la encontrada en
Estados Unidos, con una media de 0,22 ug/g y un rango de 0,18-0,25 ug/g
(NHANES 1999-2000) (McDowell et al., 2004).

Sin embargo, los valores encontrados en la submuestra de nifios de la
cohorte de Granada fueron inferiores a las concentraciones en pelo referidas para
poblacion infantil, expuesta a metilmercurio (MeHg), de los tres estudios
epidemioldgicos de las Islas Faroe, las Islas Seychelles y Nueva Zelanda que en
las dltimas décadas han investigado extensamente los efectos del MeHg en el
neurodesarrollo infantil (Grandjean et al., 1997; Crumpt et al., 1998; Myers et al.,
2003). Los niveles también fueron inferiores a los descritos en nifios del
Amazonas (Brasil) (Barbosa et al., 2001; Dorea et al., 2005; Tavares et al., 2005),
de Japdn y de las Islas Madeira (Murata et al., 2002 y 2004a). No obstante, es
importante advertir que los nifios estudiados tenian edades diferentes, lo que
puede contribuir a las diferencias encontradas y dificultar la comparacion de los

resultados.

Las concentraciones en la cohorte INMA-Granada son comparables a las

encontradas en algunas de las cohortes de la Red INMA. Asi, por ejemplo, la
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concentracion media de T-Hg en la cohorte de Ribera d’Ebre fue de 1,09 ug/g,
con un rango de 0,19-5,63 pg/g, y en la cohorte de Menorca la media fue de 0,70
Kg/g, con un rango de 0,22-3,83 ug/g (Montuori et al., 2006; Diez et al., 2009),
determinadas en ambos casos también a los 4 afios de edad. La poblacién de la
cohorte de Ribera d’Ebre est4 situada en una zona rural proxima a una planta de

produccion cloroalcalina en Flix (Tarragona) (Ribas-Fitd et al., 2006b).

Las diferencias en los niveles de mercurio en pelo antes comentadas
pueden justificarse, en parte, por los habitos dietéticos de las distintas regiones y
paises. Espafia es un pais con un consumo de pescado elevado, en comparacién
con otros paises europeos (Welch et al., 2002) o con paises como Estados Unidos,
pero es mas moderado que en Japdn y algunas islas donde el pescado constituye el
componente principal de la dieta (Grandjean et al., 1997; Murata et al., 2002 y
2004a). De manera secundaria, algunas fuentes locales de exposicion a mercurio,
generalmente inorgénico, también pueden ayudar a explicar las diferencias
encontradas con algunos estudios (Dorea et al., 2005; Nadal et al., 2005;
Montuori et al., 2006); no obstante, debido a que la mayor parte del mercurio
contenido en pelo es MeHg (Cernichiari et al., 1995), la contribucién del mercurio
inorganico a la concentracion de T-Hg seria baja, en comparacion con el aporte a
través de la ingesta de pescado.

En nuestro estudio, al igual que lo descrito en otros trabajos (Lee et al.,
2000; Barbosa et al., 2001; Montuori et al., 2006), la concentracion de T-Hg
estaba altamente correlacionada con la concentracion de MeHg en las muestras de
pelo en las que se analiz6 este compuesto (n=23). Asi, una mayor concentracion
de T-Hg en pelo reflejaria una mayor exposiciéon a MeHg, cuya capacidad de
bioacumulacion es mucho mayor que la del mercurio inorganico. Estos resultados
son coherentes con otros trabajos que han estudiado la relacion entre T-Hg y
MeHg en sangre, poniendo de manifiesto la correlacion que existe entre el

contenido de mercurio en pelo y en sangre (Mahaffey et al., 2004).
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Como ya se ha sefialado a lo largo de esta Tesis Doctoral, la dosis de
referencia (RfD) para MeHg de 0,1 pg/kg/dia (USEPA, 2001; UNEP, 2002) esta
basada en los resultados de los estudios de las Islas Faroe, Islas Seychelles y
Nueva Zelanda, y se corresponde con una concentracion de 1,0 ug de MeHg por g
de pelo materno (USEPA, 2001). Aproximadamente, el 50% de nuestra poblacién
de estudio tenia una concentracion de T-Hg en pelo superior a 1,0 pg/g, indicando
la relevancia de la exposicion a mercurio en esta muestra de poblacion infantil.
Las concentraciones en Granada fueron del orden de una tercera parte de los
niveles medios encontrados en el estudio de las Faroe y una quinta parte,
aproximadamente, de los descritos en los nifios de las Islas Seychelles y Nueva

Zelanda.

Las variedades de pescado mas consumidas por los nifios de la cohorte
INMA-Granada fueron las de pescado blanco y pescado frito mixto, aunque sélo
el consumo de pescado azul resultd estar asociado con las concentraciones de
mercurio encontradas, de manera que en los nifios que consumian pescado azul, al
menos una vez al mes, la concentracion era de hasta tres veces mayor que en
nifios que nunca o raramente consumian este tipo de pescado (p=0,01). No se
encontrd, sin embargo, asociacién entre un mayor consumo de pescado
(incluyendo todos los tipos) y mayores niveles de T-Hg en pelo. La concentracion
de mercurio fue significativamente mayor en nifios a los que se introdujo el
pescado en la dieta a una edad méas temprana (p=0,05). En el analisis
multivariante, ademéas de la frecuencia de consumo de pescado azul (p<0,001),
resultaron determinantes de la exposicidon a mercurio total factores tales como la
edad materna (<32 afios) (p=0,01), la exposicion pasiva a humo de tabaco
(p=0,02) v, especialmente, el lugar de residencia (p<0,001) (R?=0,38), de manera
que los nifios de la zona urbana tenian niveles tres veces superiores que los nifios

de &mbitos rurales. Ninguna otra variable considerada (peso y talla del nifio, nivel
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de estudios y ocupacion de la madre, paridad, lactancia, y consumo de tabaco

durante el embarazo) resultd asociada con la exposicién a mercurio.

En algunos de los estudios llevados a cabo en poblaciones espafiolas del
Mediterraneo también se ha observado que el consumo de pescado de los nifios
esta asociado con los niveles de mercurio acumulados en su pelo (Batista et al.,
1996; Montuori et al., 2006). A pesar de los bajos niveles de mercurio
encontrados en la muestra de nifios norteamericanos analizada en el programa
NHANES de los afios 1999-2000, el consumo de pescado fue uno de los
determinantes que tenia un mayor efecto en los niveles de mercurio en pelo
(McDowell et al., 2004). Igualmente, el estudio aleman también describe una
relacién positiva entre la frecuencia de consumo de pescado y la concentracion de
T-Hg en el pelo de los nifios examinados (Pesch et al., 2002). En el estudio de
mujeres de la cohorte INMA-Valencia, en la que se encontrd unos niveles
elevados de T-Hg en sangre de cordén umbilical (Ramén et al., 2008), la ingesta
de pescado durante el embarazo, expresada en g/dia, resultd determinante de esta
exposicion. Entre las variedades de pescado estudiadas, el consumo de pescado
azul grande, el pescado blanco y el pescado frito se asocié con las concentraciones
de mercurio en sangre de cordén. Por su parte, Diez y colaboradores (2009), que
describieron concentraciones de T-Hg en sangre de cordén de mujeres de Sabadell
y Madrid, encontraron que un 40% y un 60% de las muestras analizadas,
respectivamente, tenian niveles de mercurio superiores al nivel de referencia de
5,8 pg/l establecido por la EPA de Estados Unidos (NRC, 2000b). EI consumo de
pescado también resulto determinante de esta exposicion (Diez et al., 2009).

Un estudio reciente (Marti-Cid et al., 2007) ha estimado, para poblacion
infantil de Catalufia, la ingesta media diaria de varios contaminantes, entre ellos
mercurio, a partir de las concentraciones medidas en 14 especies de pescado. Las
mayores concentraciones de mercurio se encontraron en especies de pescado azul

grande, como pez espada (rango de 1,59-2,22 ug/g peso fresco) y atin (rango de
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0,38-0,58 ng/g), sequidas de especies de pescado azul de menor tamafio, como el
salmonete (rango de 0,14-0,36 npg/g), y de pescado blanco como la merluza
(rango de 0,12-0,29 ug/g). Los niveles determinados en pez espada superaron el
valor limite establecido por la UE (1 pg/g) (Directiva 2001/22/CE). Segln estos y
otros resultados (Renzoni et al., 1998), las especies de pescado azul grande del
Mediterraneo tendrian unos niveles de mercurio relativamente elevados, y su
consumo habitual podria suponer una exposicion inadvertida a concentraciones
considerables de mercurio, con las implicaciones en salud que esta exposicion
conlleva, particularmente cuando la exposicion ocurre en etapas criticas del

desarrollo fisico e intelectual.

Hasta los 4 afios de edad, los nifios pueden haber estado expuestos a
mercurio a través de otras vias de exposicion como la lactancia o los alimentos
infantiles, el consumo de agua contaminada con trazas de mercurio inorganico, la
exposicion a las emisiones del trafico y de algunas industrias, o incluso a través de
algunas vacunas (Counter y Buchanan, 2004; Cabrera-Vigue et al., 2007; Marques
et al., 2007). Por esta razén tiene alin mas valor la observacion de que los nifios
del &rea urbana de Granada tenian mayores niveles de mercurio en pelo que los
nifios de zonas rurales, quizas por la existencia de alguna fuente adicional de
exposicion, como la contaminacion del agua abastecida en la zona a causa del
vertido de residuos (Cabrera-Vique et al., 2007). No obstante, creemos que el
consumo de pescado contaminado con MeHg, asi como la exposicion que tuvo
lugar durante la gestacion, serian las fuentes que mas contribuirian a la
concentracion de T-Hg en pelo, como ya se ha descrito previamente (Cernichiari
et al., 1995; Marques et al., 2007; Diez et al., 2009).

Entre nuestros objetivos se encontraba estudiar el efecto conjunto de la
exposicion a mercurio y el consumo de pescado sobre el neurodesarrollo de los
nifios de la submuestra de la cohorte INMA-Granada, a los 4 afios de edad,

controlando por distintas variables de confusion. Los resultados de este trabajo
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sirvieron para poner de manifiesto una asociacion entre una mayor concentracion
de mercurio en pelo (>1 pg/g) y un peor rendimiento cognitivo, que fue evaluado
mediante la escala McCarthy. Particularmente, se vieron afectadas las areas de
memoria (-7,2 puntos) y memoria verbal (-8,8 puntos), después de ajustar el
modelo de regresion lineal por la frecuencia de consumo total de pescado. Por
otro lado, se vieron también afectadas la puntuacion general cognitiva (IGC) (-6,6
puntos) y las areas verbal (-7,5 puntos) y de memoria (-8,4 puntos) cuando el
modelo de ajusto por el consumo de los distintos tipos de pescado (azul, blanco,
frito y en conserva). Nuestros resultados coinciden con los encontrados en el
estudio de las Islas Faroe y de Nueva Zelanda, en los que la exposicion prenatal a
mercurio se asocid con un retraso en las areas de memoria, de atencion, lenguaje,
motora, espacio-visual y en el coeficiente de inteligencia (IQ) (Grandjean et al.,
1997; Crumpt et al., 1998; Murata et al., 2004b). Igualmente, en nifios de Estados
Unidos y Polonia, se observd que la exposicion prenatal a mercurio -a
concentraciones muy por debajo de las descritas en las Islas Faroe y Nueva
Zelanda- se asociaba con un déficit en la memoria de reconocimiento visual a los
6 meses de edad (Oken et al., 2005 y 2008), con retraso mental y psicomotor al
afio de edad (Jedrychowski et al., 2006a) y con un menor 1Q y déficit en las
funciones verbal y manipulativa a los 4 afios de edad (Lederman et al., 2008).

En los nifios de Granada estudiados, una frecuencia de consumo de
pescado superior a 3 veces/semana se asocié con una menor puntuacién en el 1IGC,
en el area ejecutiva y en el area perceptivo-manipulativa. El efecto del pescado en
el desarrollo cognitivo resulto diferente cuando los modelos se ajustaron por el
consumo de los diferentes tipos de pescado. ElI consumo de pescado en conserva
se asocid con una mayor puntuacion en el IGC. El resto de asociaciones no fueron
estadisticamente significativas, aunque se observd una relacion positiva con el
pescado azul y el pescado en conserva, y negativa con el pescado blanco y el

pescado frito. A la luz de estos resultados, el efecto del pescado en el
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neurodesarrollo infantil parece depender de la especie consumida, siendo més
beneficioso el consumo de especies con un alto contenido en nutrientes como los
acidos grasos omega-3 (Mahaffey, 2004; Domingo et al., 2007; Mendez et al.,
2008), esto es, el pescado azul y el pescado en conserva. El pescado blanco tiene
un menor contenido en acidos grasos poliinsaturados y el efecto del mercurio y de
otros contaminantes neurotoxicos presentes en el pescado, como por ejemplo
PCBs (Ribas-Fito et al., 2001), prevaleceria sobre el efecto beneficioso de sus
nutrientes. Atendiendo a estos resultados, el balance entre el riesgo y el beneficio
de consumir pescado durante el embarazo y la primera infancia vendria
determinado por el tipo de pescado y por la concentracion de contaminantes
neurotoxicos. Esto vendria a confirmar lo que ya han indicado otros autores
(Daniels et al., 2004; Oken et al., 2005 y 2008; Lederman et al., 2008), que
consideran que una ingesta moderada de pescado poco contaminado durante el
embarazo tiene un efecto beneficioso en el neurodesarrollo infantil, mientras que
el consumo frecuente de especies con mayores niveles de mercurio tendria un

impacto negativo en el desarrollo cognitivo del nifio.

A diferencia de la mayoria de estudios comentados en la bibliografia
resefiada, en la cohorte INMA-Granada se ha investigado la exposicion postnatal a
mercurio y su efecto en el neurodesarrollo infantil. El disefio transversal (y no
prospectivo) del trabajo hace la comparacion e interpretacion de los resultados
algo mas complejas, y merece una atencion particular. Se ha sugerido que los
nifios y sus madres ingieren dosis similares de MeHg, debido a patrones de
exposicion analogos, de manera que el nivel en el pelo en la primera infancia seria
un buen reflejo de la exposicién familiar a mercurio a través del consumo de
pescado y estaria, por tanto, correlacionado con el nivel en el pelo materno
(Marques et al., 2007). Recientemente, Diez y colaboradores (2009) realizaron un
analisis conjunto de la exposicion infantil y neonatal a mercurio en tres cohortes
de la Red INMA (Menorca, Ribera d’Ebre, Sabadell) y en un estudio de Madrid,
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encontrdndose que el consumo de pescado durante el embarazo era el mayor
determinante de la concentracion de mercurio en el recién nacido. De este modo, y
partiendo de que la concentracién en pelo en un buen indicador de la exposicion a
mercurio a largo plazo (Cernichiari et al., 1995), se puede considerar que los
niveles de exposicion descritos en la poblacion de estudio INMA-Granada serian

una aproximacion a la exposicion tanto prenatal como postnatal.

El desarrollo del sistema nervioso, como ya se ha sefialado, continGa tras
el nacimiento, por lo que la exposicion postnatal a mercurio puede afectar al
desarrollo de este sistema de manera similar a la exposicion prenatal, aunque
probablemente la vulnerabilidad sea mas especifica después de nacer, y los
efectos de la exposicion a bajas dosis de MeHg no emergerian hasta etapas

posteriores de la vida (Rice, 1996).

Los hallazgos de la cohorte INMA-Granada presentados en esta Tesis
Doctoral confirman la hipdtesis planteada sobre la asociacion entre la exposicién
infantil a mercurio y déficit en el desarrollo cognitivo, incluso a dosis de
exposicion relativamente bajas. Sin embargo, los resultados de los estudios sobre
el efecto en el neurodesarrollo de la exposicion prenatal e infantil a mercurio son
todavia contradictorios (Spurgeon, 2006). Seria necesario realizar mas estudios,
con mayor tamafio muestral, que analizaran el efecto conjunto de la exposicién a
mercurio y el consumo de diferentes tipos de pescado, con el fin de evaluar el
riesgo de la ingesta de pescado en las primeras etapas del desarrollo. Seria
también oportuno realizar investigaciones en las que se utilicen instrumentos y
protocolos de evaluacién neuropsicolégica comunes que permitan la comparacion
de resultados entre estudios, lo que ayudaria a esclarecer el riesgo real de la

exposicion a mercurio en poblacién infantil.
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6. Consideraciones finales

La complejidad de los estudios de epidemiologia ambiental radica,
esencialmente, en el reto que supone identificar y caracterizar las multiples
exposiciones ambientales de manera directa y con la mayor precision posible. Esta
tarea es imprescindible para conocer la relacion existente entre los contaminantes
ambientales y la salud humana. Ademas, los efectos en salud asociados a la
contaminacion ambiental son sutiles y dificiles de discriminar en las sociedades
modernas, en las que una gran cantidad de agentes y factores intervienen en el
desarrollo de los procesos patologicos. Hemos sido conscientes, por tanto, de que
un estudio de salud y medio ambiente necesita de una aproximacion holistica que
identifique y caracterice de manera individual las diferentes exposiciones,
contemple el andlisis combinado de la exposicion multifactorial y tenga en
consideracién factores ambientales, socioeconémicos y psicosociales. También
por esta razén, en este trabajo de investigacion han participacién expertos en
diferentes areas -psicdlogos, pediatras, ambientalistas, epidemidlogos, entre otros-
cuya integracion ha hecho posible abordar la hipotesis de trabajo desde una

perspectiva multidisciplinar.

En el afio 2003 se constituyd la Red de Investigacion Cooperativa Infancia
y Medio Ambiente (INMA), con el objetivo de estudiar los efectos del medio
ambiente y la dieta en el desarrollo fetal e infantil en diversas zonas de Espafia,
mediante un estudio prospectivo de cohortes de base poblacional en el que se
integro la cohorte de madres e hijos recién nacidos de Granada. La participacion
en la Red INMA ha permitido describir los niveles individuales de algunos de los
contaminantes ambientales de interés en el area de estudio de Granada, y el
trabajo cooperativo con profesionales dentro de la propia Red ha ampliado las
posibilidades de este trabajo, ha posibilitado el intercambio de conocimientos y
experiencias entre expertos, y ha facilitado la disponibilidad de recursos técnicos.

Ademas, el seguimiento de protocolos comunes al resto de grupos de
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investigacion, asi como el uso de herramientas validadas, ha supuesto una gran
ventaja, ya que ha permitido contrastar los resultados de la cohorte de Granada

con los hallazgos de otras cohortes participantes en la Red.

En esta Tesis Doctoral se ha estudiado la exposicion a contaminantes
ambientales a través del agua, el aire y la dieta, en una muestra de poblacion
infantil de un éarea geogréfica de la provincia de Granada, y se ha valorado la
significacion clinica y poblacional de dicha exposicion en la cohorte de nifios
INMA-Granada, establecida entre 2000 y 2002. Asi, en este trabajo se ha podido
describir el grado de exposicion infantil a contaminantes ambientales de especial
interés, como son trihalometanos, NO,, hidrocarburos aromaéticos policiclicos y
mercurio y, siguiendo las hipotesis planteadas, se ha evaluado la asociacion de la
exposicion a la contaminacion atmosférica, por un lado, y a mercurio, por otra,

con el neurodesarrollo infantil a los 4 afos de edad.

A la luz de los resultados obtenidos, se puede afirmar que en el area de
estudio INMA-Granada la exposicion a subproductos de la cloracion, a través del
uso y consumo de agua de bebida, supone un riesgo de pequefia magnitud para la
salud de los nifios de la cohorte. La poca carga de materia orgénica y, en general,
la calidad del agua en los sistemas de abastecimiento de la zona, en comparacion
con otras regiones de nuestro pais, podria ser la principal causa de los bajos
niveles de trihalometanos (THM) encontrados en el agua de consumo analizada, y

por ende del menor riesgo asociado a su consumo.

Hoy en dia, una mayor parte de la poblacion reside en zonas urbanizadas y
la exposicidn a la contaminacion atmosférica del trafico es un problema global, de
especial importancia para los nifios que residen en zonas urbanas con trafico
intenso 0 en zonas proximas a carreteras muy transitadas. En nuestro estudio se ha
puesto de manifiesto que el tréfico es la principal fuente de contaminacion del aire
en Granada, particularmente en la ciudad y el cinturon metropolitano. Y a pesar de

gue, en comparacion con otras ciudades espafiolas, los niveles medios de
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compuestos organicos volatiles (COVs) y NO, registrados en el area de estudio no
han sido elevados en ninguno de los tres periodos de muestreo, la exposicion
prolongada de los nifios, desde la gestacion hasta la adolescencia, a este tipo de
contaminantes en el entorno de sus viviendas y colegios, podria conducir a efectos
negativos en la salud, como alteraciones de la funcion pulmonar o el desarrollo de
asma, y también a otros dafios como trastornos de la conducta o el aprendizaje,

menos evidentes clinicamente pero de una gran trascendencia personal y colectiva.

Como ya se ha sefialado en varias ocasiones a lo largo de esta memoria de
Tesis Doctoral, el principal sector de actividad econdémica en el area de estudio
INMA-Granada es, ademas del sector servicios, la explotacion agricola y forestal,
siendo la actividad industrial escasa y de pequefio impacto econémico, ambiental
y social. En este &mbito geografico del Sureste peninsular, nuestro propio grupo
de trabajo ha descrito la exposicion a compuestos organicos persistentes en
diferentes grupos de poblacion, especialmente la exposicion materno-infantil a
pesticidas organoclorados, usados de manera intensiva en la practica agricola y
que parecen contribuir de forma importante a la patogenia de enfermedades de
caracter hormonal. Ademas de la transferencia materna durante el embarazo y la
lactancia, la dieta es la principal ruta de exposicion infantil a estos y otros
contaminantes, como es el caso del mercurio. Aunque, hoy dia, la exposicion a la
gran mayoria de los contaminantes presentes en los alimentos tiene un caracter

global, la distribucion geografica es evidente para algunos de ellos.

En el caso concreto del mercurio, los mayores niveles de exposicion se han
descrito en poblaciones con un consumo de pescado muy elevado (por ejemplo,
Islas Faroe, Islas Seychelles y Nueva Zelanda). Aunque lejos de alcanzar los
habitos de estas poblaciones, Espafia es uno de los paises europeos con un mayor
consumo de pescado, con un patron muy particular en la variedad de especies
consumidas. Granada es una provincia mediterranea y como tal, el consumo de

pescado es relativamente elevado. La posibilidad de incorporar metilmercurio a
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través de la ingesta de pescado contaminado, procedente del mar Mediterraneo, es
una fuente potencial de exposicion inadvertida a mercurio, de mayor importancia
que la existente en otras regiones espafiolas. El balance riesgo-beneficio por
consumo de pescado en grupos vulnerables de la poblacién ha de ser bien
evaluado, distinguiendo entre los posibles contaminantes y nutrientes segin la
variedad o especie consumida, especialmente en zonas donde el pescado forma

parte de la dieta habitual de la poblacion.

La alteracion del desarrollo neuroldgico es uno de los frentes a los que se
viene prestando especial atencion en los ultimos afios en el campo de la salud
ambiental. Como se sefialaba en la seccion de Introduccion de esta memoria, cada
vez es mayor, en los paises desarrollados, la incidencia de patologias asociadas a
los trastornos de la funcion neuroldgica y mayor el nimero de contaminantes
catalogados como posibles neurotdxicos. La manifestacion del dafio originado por
la exposicidn a este tipo de contaminantes puede no hacerse evidente hasta la edad
adolescente o adulta, ademas, los efectos habitualmente consisten en desviaciones
de la conducta o del comportamiento relativamente frecuentes o “normales”, lo
que hace ain mas dificil establecer una relacion de causalidad con la exposicion a
contaminantes especificos. A esta dificultad se suma la necesidad de conjugar un
gran numero de factores, bioldgicos, psicoldgicos y sociales, que condicionan y
determinan, no sélo el tipo y grado de exposicion, sino también el estado

cognitivo y psicologico de los nifios.

A este respecto, en el estudio de la submuestra de nifios de la cohorte
INMA-Granada, se ha tenido en cuenta una serie de determinantes o confusores
del neurodesarrollo que, una vez controlados en el analisis, han permitido sugerir
una asociacién entre una mayor concentracién de mercurio en pelo (>1 pg/g) y un
peor rendimiento cognitivo. Sin embargo, el posible efecto de la exposicion a la
contaminacion atmosférica derivada del trafico sobre el desarrollo cognitivo en la

infancia requiere todavia de una investigacion mas amplia y en grupos con mayor
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namero de individuos, ya que probablemente se trate de un efecto méas sutil o
disperso que en el caso del mercurio. Nuestros resultados, no obstante, sugieren
que la contaminacion presente en ambientes urbanos puede suponer un riesgo para
el neurodesarrollo de los nifios y, por tanto, merece ser resefiado como un aspecto

a considerar en proximas investigaciones.

La posibilidad de realizar un estudio de epidemiologia ambiental en un
area geografica heterogénea presenta la gran ventaja de ofrecer la posibilidad de
abarcar un rango amplio de exposiciones y condiciones sociodemogréaficas
diversas. Esta es una de las fortalezas de este estudio, que se ha realizado en una
area extensa de la provincia de Granada y bien definida por su dependencia
sanitaria, cuyo hospital de referencia, el Hospital Universitario San Cecilio, ha
permitido la colaboracidon de un grupo multidisciplinar de profesionales que han
participado en el reclutamiento y el seguimiento clinico de nifios sanos en este

estudio de cohorte de base poblacional.

Por dltimo, hay que resaltar que en la investigacion médica etioldgica se
ha potenciado el estudio de las causas de los procesos patoldgicos bien definidos,
ya sea como enfermedades o como sindromes mas o menos complejos. Pero en
los dltimos afios se ha despertado un creciente interés por la investigacion de
cambios sutiles de la “normalidad” que pudieran desempafiar un papel importante
en la génesis de algunos procesos patoldgicos. Estas observaciones subyacen en el
trabajo de investigacién que se presenta en esta Tesis Doctoral. Los niveles de
exposicién ambiental en la poblacion infantil que integra la poblacién de estudio
son lo suficientemente bajos como para no causar trastornos evidentes, de caracter
mas o0 menos agudo, pero bien pudieran tener consecuencias sobre la homeostasis
y el desarrollo infantil y presentarse de forma tardia con respecto a la exposicion.
Cualquiera que sea el grado de participacion de las exposiciones ambientales en la
etiologia de la enfermedad, el simple hecho de actuar en épocas muy tempranas de
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la vida abre las puertas a un campo trascendental en salud publica: la posibilidad

de aplicar medidas de prevencion para minimizar los problemas.
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VI. CONCLUSIONES






CONCLUSIONES

El andlisis de los resultados presentados en este trabajo de Tesis Doctoral

nos ha permitido enunciar las siguientes conclusiones:

1. Las concentraciones de trihalometanos encontradas en el agua de consumo
del area de estudio no son elevadas cuando se comparan con otras
regiones, aunque se ha observado variabilidad geografica y temporal,
encontrandose concentraciones mas altas en la zona urbana y en aquellos
municipios donde el agua abastecida era de origen superficial. El riesgo
para la salud de la poblacion infantil de la cohorte INMA-Granada por
exposicién a estos contaminantes puede considerarse, por tanto, menor que
en otras poblaciones. No obstante, es aconsejable, en cualquier caso, la
realizacion de mediciones periddicas, en diversos puntos de muestreo y en
distintos momentos del afio, para realizar la valoracion adecuada de la

exposicién poblacional a estos compuestos.

2. Las concentraciones del contaminante atmosférico NO, medido en el
ambiente exterior del area de estudio, fueron inferiores a las descritas para
otras ciudades espafiolas. Los compuestos organicos volatiles presentaron
siempre mayores concentraciones en la zona urbana y, entre ellos, tolueno
fue el que presenté las concentraciones mas elevadas, mientras que la
concentracion media de benceno no superd en ninguna de las campafias el
valor de 3 pg/m?®, nivel inferior al valor limite establecido por la UE. La
variabilidad espacial y temporal de estas concentraciones fue significativa,
con concentraciones méas altas en zonas urbanas y proximas a carreteras
con densidad de trafico alta, indicando que la principal fuente de emision
de estos contaminantes en el area de estudio de Granada es el tréfico de

vehiculos a motor.
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3. Mediante la aplicacion de técnicas de interpolacion espacial y modelos de
regresion fue posible modelizar la distribucién espacial de la
concentracion de NO,, lo que permitio la asignacion de un valor de
exposicion individual a cada nifio participante en el estudio, a este
contaminante. Los niveles de NO; asignados, que oscilaron entre 5,15 y
35,23 pg/m®, fueron inferiores a los encontrados en trabajos similares
realizados en otras areas de estudio de la Red INMA e inferiores al valor

limite (40 ng/m®) establecido por la Unién Europea.

4. Las concentraciones de 1-hidroxipireno (1-OHP) obtenidas en los nifios de
la cohorte INMA-Granada, a la edad de 4 afos, estuvieron entre 0,004 y
0,314 pumol/mol, niveles que se situan en el mismo rango que los descritos
en otras poblaciones infantiles no expuestas a niveles ambientales elevados
de hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPS). Los niveles de 1-OHP se
asociaron con la exposicién individual a NO,, sugiriendo que la
contaminacion atmosférica relacionada con el trafico influye en la
exposicion infantil a HAPs, siendo también la principal fuente de emision
de HAPs en aire exterior en el area de estudio. En cuanto a las fuentes en
el interior de la vivienda, se observé una relacion con la exposicion pasiva

al humo de tabaco y el uso de cocina de gas.

5. El andlisis transversal de la exposicion a contaminacion atmosférica
derivada del trafico (NO,) en la submuestra de nifios de la cohorte INMA-
Granada mostré una relacion negativa con el rendimiento cognitivo
evaluado a los 4 afios de edad, después de controlar por las posibles
variables de confusion. Estos resultados sugieren que la contaminacién
atmosferica propia de zonas urbanas puede tener un impacto negativo en la
funcion neurologica y posterior desarrollo cognitivo del nifio. Sin

embargo, el efecto es posiblemente mas sutil que el observado para otros
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contaminantes neurotoxicos y requiere, por tanto, de nuevos estudios para

ser confirmado.

. Las concentraciones de mercurio total determinadas en el pelo de los nifios
de la cohorte INMA-Granada, a los 4 afios de edad, estuvieron en el rango
0,04-6,67 pg/g, concentraciones que fueron superiores a las encontradas en
otras poblaciones infantiles con un menor consumo de pescado, pero
inferiores a los niveles encontrados en poblaciones altamente
consumidoras. Los factores que determinaron esta exposicion fueron: lugar
de residencia, edad de la madre, exposicion pasiva al humo de tabaco y
consumo de pescado azul. Los resultados obtenidos sugieren que la
principal fuente de exposicion a mercurio en nuestra poblacion de estudio

es el consumo de pescado.

. El analisis de la asociacion del efecto conjunto de la exposicidén a mercurio
y el consumo de pescado sobre el desarrollo cognitivo infantil mostrd una
relacion positiva entre una concentracion de mercurio total en pelo >1 pg/g
y retraso en el neurodesarrollo, particularmente en las areas general
cognitiva, de memoria y verbal. Un consumo de pescado >3 veces por
semana se asocié con un peor rendimiento en las areas general cognitiva,
ejecutiva y perceptivo-manipulativa. No obstante, la relacion observada
fue distinta segun el tipo de pescado consumido, siendo positiva para el
pescado azul y pescado en conserva, y negativa para el pescado blanco y
frito, sugiriendo que el balance riesgo-beneficio por el aporte de los
nutrientes contenidos en el pescado y la presencia de contaminantes
perjudiciales, ha de ser bien evaluado, distinguiendo entre las variedades o
especies consumidas, especialmente en zonas donde el pescado forma

parte de la dieta habitual de la poblacion.
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8. El estudio de la relacion entre la salud infantil y el medio ambiente
necesita de una aproximacion holistica, que sea til para caracterizar y
estudiar de manera conjunta las exposiciones de diferentes fuentes y
naturaleza, y tenga en consideracion factores ambientales, componentes
genéticos, socioecondmicos y psicosociales. Este trabajo de Tesis Doctoral
responde a esa necesidad y pretende integrar la biomonitorizacion
sistematica de la exposicion ambiental en la observacion clinica durante el

desarrollo infantil.
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VIII. ANEXOS






En las siguientes paginas se adjuntan los modelos de “Consentimiento informado”

y la carta enviada a los padres de la cohorte INMA-Granada, asi como los

modelos de cuestionarios y formularios cumplimentados en la visita de los 4 afios,

utilizados para la recogida de datos de los nifios y padres participantes en el

estudio.

ANEXOS:

1.

© 0 N o g bk~ DN

Consentimiento informado

1.1. Reclutamiento inicial

1.2. Seguimiento 4 afos

Carta a los padres para el seguimiento de los 4 afios
Plantilla antropometria 4 afios

Cuestionario general 4 afos

Cuestionario de frecuencia alimentaria 4 afos
Cuestionario de Salud mental (padre/madre)
Cuestionario de Vinculo afectivo (padre/madre)
Cuestionario ambiental 4 afios

Cuestionario uso y consumo de agua: modelo embarazo






Infancia y Medio Ambiente

Anexo 1.1
CONSENTIMIENTO INFORMADO
D/D?
con DNI como padre/madre/tutor del nifio:

Autorizo libre y voluntariamente a los responsables del Proyecto de Investigacién
INFANCIA Y MEDIOAMBIENTE “INMA” y doy mi consentimiento para la utilizacion de la
informacidn obtenida a partir del cuestionario contestado y de la informacién necesaria
de la historia clinica, y accedo a la recogida y utilizacién con fines de investigacién de las
muestras bioldgicas (placenta, sangre de corddn y leche materna)

He leido y comprendido previamente la hoja de informacién que se me ha entregado y
he podido preguntar dudas sobre el mismo.

Comprendo que tengo derecho a revocar mi consentimiento en cualquier momento sin
que ello afecte negativamente a la futura atencion médica que requiera mi hijo.

En Granada, a de de 200

Fdo,

(Padre/madre/tutor)
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Anexo 1.2

CONSENTIMIENTO INFORMADO
(D)4 0T 1= TSR
(oo T 0 11 00\ R como padre/madre/tutor del nifio:

Autorizo libre y voluntariamente a los responsables del Proyecto de Investigacion y doy
mi consentimiento para que mi hijo participe en el Proyecto de investigacién Red
Infancia y Medio Ambiente “INMA”: “Exposiciones pre- y postnatales a contaminantes
ambientales, dieta, crecimiento fetal y desarrollo neuro-inmuno-endocrino”

- He leido y comprendido previamente la hoja de informacidon que se me ha entregado y
he podido preguntar dudas sobre el mismo.

- He sido informado de que los datos de mi hijo seran manejados de acuerdo a las bases
reguladoras de la ley protectora de bases de datos (Ley Organica 15/99 de 13 de
diciembre de Proteccion de Datos de Caracter Personal; Ley 1/1996 de 15 de enero de
Proteccion Juridica del Menor y Ley 41/2002 de 14 de noviembre reguladora de la
autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion vy
documentacion clinica).

- Comprendo que tengo derecho a revocar mi consentimiento en cualquier momento sin
que ello afecte negativamente a la futura atencion médica que requiera mi hijo.

En Granada,a de de 200

Fdo,

(Padre/madre/tutor)



T
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Anexo 2

Granada,a de de 200

Queridos padres,

Nos dirigimos a vosotros para agradeceros vuestra participacion en la Red Infancia y
Medio Ambiente “INMA”, cuyo lema es Preparemos el futuro: ambientes saludables
para los nifios.

La Red INMA pretende estudiar el papel de los contaminantes ambientales del aire, el
agua y los alimentos en el desarrollo y crecimiento infantil; asi como conocer el grado de
exposicion de los nifios de varias de las comunidades de Espafia y evaluar el impacto
sobre la salud. Los objetivos responden a la inquietud de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la Unién Europea sobre la vulnerabilidad de los nifios a los factores
ambientales.

Inicialmente, su participacion en el estudio implica que tendra que someterse a algunos
examenes y procedimientos, los cuales se intentard en lo posible que coincidan con sus
revisiones médicas. La toma de las muestras de placenta y sangre de cordon sera realizada
por profesionales cualificados.

Posteriormente, a la edad de 4 afios, a cada nifio se le realiza en el Hospital Universitario
San Cecilio de Granada, una prueba psicoldgica, un examen pediatrico y se contesta a
varios cuestionarios relacionados con su entorno ambiental y su salud. Es necesario,
primero, evaluar en la poblacion sana la prueba psicolégica que posteriormente
realizaremos en el Hospital, de ahi que vuestros hijos jueguen un papel importante.

Agradecemos sinceramente vuestra colaboracion. Gracias a vosotros nuestra tarea
investigadora es posible por lo que no quisiéramos perder el contacto con vuestros hijos
en futuros exdmenes.

Os recordamos que en la web http://www.infanciaymedioambiente.org podéis obtener
toda la informacidn acerca de lo que acontece en la Red INMA.

Un abrazo,

Dr. Nicolas Olea
Coordinador INMA en Granada
Teléfono de contacto: 958 240758


http://www.infanciaymedioambiente.org/
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ANTROPOMETRIA 4 ANOS

| IDNUM:

Fecha de nacimiento:

Nombre del pediatra:

Fecha exploracion: _ /[

Firma:

MEDIDAS
ANTROPOMETRIA

PESO (kg):

TALLA (cm):

PLIEGUES (mm)

12 Medida

BIA

Biceps

IMC

Triceps

% Graso

Subescapular

Agua corporal (kg)

Suprailiaco

% Agua corporal

Abdominal

Muslo

Gemelo

PERIMETROS (cm)

12 Medida

Brazo relajado

Craneal

Brazo contraido

Torécico

Cintura

Cadera

Muslo

Gemelo

DIAMETROS (cm)

12 Medida

Mufeca

Codo

Rodilla
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Anexo 4
CUESTIONARIO GENERAL 4 ANOS
| IDNUM: |
Fecha de nacimiento: _ / /| Fecha de la exploracion: _ /[
NiOl | Alimentacién ] Al pecho
] Parcialmente al pecho
] Artificialmente
Ni02 | Si el nifio se alimentd al pecho de
forma exclusiva, ¢cuanto tiempo?
NiO3 | Si el nifio tomé lactancia mixta,
¢Desde cuando?
¢Qué férmula tomé?
NiO4 | Edad de lactancia artificial exclusiva
Formula
Ni05 | Si le dio al nifio otros fluidos ] Té
diferentes a los que se han
mencionado, ¢cudles son? ] Jugo de frutas
] Agua
[] Otros
Ni0O6 | Edad de introduccién de la

alimentacion complementaria:
Fruta
Verduras
Pollo

Ternera

Buey
Cordero
Cerdo

Leche de vaca
Otros lacteos
Huevo
Pescado
Gluten
Legumbres
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NiO7 | Visita al pediatra por ] Ninguno
enfermedad del bebé ] Fiebre
L] Infeccién de las vias aéreas superiores
C 1 Diarrea
] Otras enf. gastrointestinales
1 Dermatitis atopica
L1 Fiebre del heno
] Asma bronquial
L] Otros (especificar)
NiO8 | Duracion de las
infecciones y/o
alergias
Ni09 | Alteraciones ] Ninguno
iy | |-
nacimiento L] Hiperbilirrubinemia (con tratamiento)
1] Poliglobulia
[ Alteraciones metabdlicas
[ Alteraciones endocrinas
] Patologia del desarrollo
] Enfermedades de los ojos
1] Enfermedades de los oidos
] Alteraciones severas de la
alimentacion
[ 1] Enfermedades gastrointestinales
[ Otras (especificar)
Nil0 | Edad de inicio de la

escolarizacion (guarderia)

Nombre y firma del pediatra
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CUESTIONARIO DE FRECUENCIA ALIMENTARIAN®3 | IDNUMI_| | | | |

Estimada Sra., esta parte de la encuesta es para conocer la dieta que ha seguido su hijo/a a lo largo de todo el ultimo afio.
Con ello tratamos de averiguar el papel que puede jugar la dieta en relaciéon a su crecimiento y desarrollo. Sus respuestas
serdn muy Uutiles, y por ello, le agradecemos sinceramente que preste su maxima atencion y colaboracién. Cuando un
alimento no se adapte plenamente a su consumo habitual, trate de aproximar su respuesta a las cantidades indicadas, con la
ayuda de los ejemplos e indicaciones que se le den.

Para cada alimento, sefialar cuantas veces como media ha tomado la cantidad que se indica durante el ultimo afio. Debe
tener en cuenta las veces que toma el alimento solo y cuando lo afiade a otro alimento o plato. Por ejemplo, en el caso del

huevo, considere cuando lo toma solo (Ej. frito o cocido) y cuando lo toma afiadido o mezclado con otros platos. Si este
en este aflo ha venido comiendo una tortilla de 2 huevos cada 2 dias, debera marcar "1 por dia". No debe considerar el
huevo que va con los productos de bolleria o dulces.

N,unca 1-3 1 2-4 56 1 23 45 6+

l. LACTEOS mes mes sem sem sem da da da e
1. Leche entera (1 vaso o taza, 200 cc) o © @ ® 6 6 0 S
2. Leche semi-desnatada (1 vaso, 200cc) o © ®® ® 66 o ® ®
3. Leche desnatada (1 vaso, 200cc) o © ® ® 6 o 0 ®
4. Leche energia y crecimiento (1 vaso, 200cc) o © ® ® 6 6 0 ®
5. Leche enriquecida con calcio (1 vaso, 200cc) o © @ ® 6 66 O ®
6. Leche enriquecida con Vitamina A + D (1 vaso, 200cc) o © e ® 66 6 © ®
7. Leche condensada (1 cucharada) o © ® ® 6 o 0 ®
8. Yogur entero (uno, 125 gramos) o ®© ® ® 6 6 0 ®
9. Yogur desnatado (uno, 125 gramos) o © & ® 6 e © ®
10. Batidos de leche o bebidas lacteas tipo Dan-up (Una botellita pequeia) o © ®® ® 66 e © ®
11. Petit suisse (uno) o © ® ® 6 o 0 ®
12. Requesén, queso blanco o fresco (una porcion o racién, 30 g) o ®© ® ® 6 6 0 ®
13. Queso curado, semicurado, o cremoso (un trozo, 30 gramos) o © ®® ® 6 66 O ®
14. Crema o nata montada (1 cucharada, 7,5 gramos) o © ®® ® 66 e © ®
15. Natillas, flan, puding (uno) o © ® ® 6 o 0 ®
16. Helados (1 cucurucho, vasito o bola) o @ ® ® 6 6 0 ®
Nunca 1-3 ér 2-4 56 1 2-3 45 6+

Il. HUEVOS, CARNES, PESCADOS Pes hew sem Bm o Bn o Bn BB OB
17. Huevos de gallina (uno) o © ® ® 6 o 0 ©)
18. Pollo CON piel (1 plato mediano o pieza) o © & ® 6 o © ®
19. Pollo SIN piel (1 plato mediano o pieza) o © ®® ® 66 o © ®
20. Carne de ternera, cerdo, cordero como plato principal (1 plato mediano o pieza) o © ® ® 6 6 0 ®
21. Higado de ternera, cerdo, pollo (1 plato, racién o pieza mediana) o © ® ® 6 o 0 ®
22. Embutidos: jamén, salchichén, salami, mortadela, (1 racion de unos 50 g) o © ®® ® 6 66 O ®
23. Salchichas y similares (2 pequefias o una mediana) o © ®® ® 66 e © ®
24. Patés, foie-gras (media racion, 25 g) o © ® ® 6 e 0 ®
25. Hamburguesa (una mediana, 100 g) o © ® ® 6 e 0 ®
26. Tocino, beicon, panceta (2 tiras o lonchas, 50 g) o © ®® ® 6 66 O ®
27. Pescado frito o rebozado variado (1 plato mediano o racién) o © ®® ® 66 o © ®
28. Pescado hervido o plancha BLANCO: merluza, lenguado, dorada (1 plato o racion) o © ® ® 6 6 0 ®
29. Pescado hervido o plancha AZUL: attin, emperador, bonito, boquerdn, salmén (1 plato) o © ® ® 6 e 0 ®
30. Una lata pequeiia de conserva de atun, bonito, sardina o caballa en aceite o © ®® ® 6 66 O ®
31. Almejas, mejillones, berberechos (1 racién o lata pequefia, 50 g) o © ®® ® 66 o © ®
32. Calamares, chipirones, sepia, choco, pulpo (1 racién pequeiia, 50 g) o © ® ® 6 6 0 ®
33. Marisco: gambas, cangrejo, langostino, langosta (1 racién pequefia 50 g) o © ® ® 6 o 0 ®

Si no se especifica, los platos para carne, pescado, verdura, legumbres o frutas son de tamafio pequefio-mediano
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Para alimentos que se consumen por temporadas (gj. frutas, helados), calcular el consumo medio para todo el afio.

Por ejemplo, si para un alimento como la sandia o el meldn se comen 2 tajadas diarias durante todo el verano (3
meses), entonces el consumo medio al afio de una tajada se marcaria en la casilla 4 "2-4 por sem"

Nunca 1-3 1 2-4 56 1 23 45 6+

lll. VERDURAS, LEGUMBRES. ih s 0 b En Ga R Ga dh
34. Espinacas o acelgas cocinadas (1 plato mediano) o © &6 ® 66 6 o ®
35. Caol, coliflor, brécolis cocinadas (1 plato mediano) O ®© ®® ® 66 6 0 ®
36. Lechuga, endibias, escarola (1 plato mediano) o © ® ® 6 6 0 ®
37. Tomate (uno mediano) o © ® ® 66 66 O ®
38. Zanahoria (una mediana ) O © ® ® 66 6 0 ®
39. Calabaza cocinada (ej plato de puré pequefio) O ®© ®® ® 66 6 0 ®
40. Judias verdes cocinadas (1 plato) o © ® ® 6 6 0 ®
41. Berenjenas, calabacin, pepino (uno mediano) o © ® ® 66 66 O ®
42. Maiz hervido (mazorca o lata pequefia, 82 g) O © ®® ® 66 6 0 ®
43. Legumbres: lentejas, garbanzos, judias pintas o blancas (1 plato) O ®© ®® ® 66 6 0 ®

N}lnca 1-3 1 2-4 56 1 2-3 45 6+

IV. FRUTAS mes mes sem sem sem G G da da
44, Naranjas, mandarinas (Una) o © ® ® 66 o © ®
45. Zumo de naranja natural (un vaso pequefio, 125 cc) o © ® ® 6 6 0 ®
46. Platano (uno) o © ® ® 6 o 0 ®
47. Manzana, pera (una mediana) o © & ® 6 o © ®
48. Melocoton, nectarina, albaricoque (uno mediano) o © ® ® 66 o © ®
49. Sandia, meldn (1 tajada mediana) o © ® ® 6 6 0 ®
50. Uvas (un racimo mediano o plato de postre) o © ® ® 6 o 0 ®
51. Fresas (plato pequefio) o © ®® ® 6 e © ®
52. Cerezas, ciruelas, higos-brevas frescos (plato pequefio o dos unidades) o © ®® ® 66 o © ®
53. Kiwi (una unidad) o © ® ® 6 6 0 ®
54. Fruta en almibar: melocotoén, pifia, pera (2 mitades o rodajas) o © ® ® 6 o 0 ®
55. Aceitunas (un platito o tapa de unas 15 unidades pequeias) o © ® ® 6 6 0 ®
56. Frutos secos: almendras, cacahuetes, pifiones, avellanas (1 platito o bolsita, 30g) o © ® ® 66 66 O ®

Nunca 1-3 1 2-4 56 1 23 45 6+
6<1 por por por por por por por por

V. PAN, CEREALES Y SIMILARES mes mes sem sem sem dia dia dia dia
57. Pan blanco (Una pieza pequefia o 3 rodajas de pan de molde, 60 g) o @ @ ® 6 6 0 ®
58. Pan integral (Pieza pequefia o 3 rodajas de pan de molde) o © ® ® 6 6 0 ®
59. Cereales desayuno (30 g en seco) o © ® ® 6 o 0 ®
60. Patatas fritas (1 racién o plato, 100 g) o © ®® ® 6 66 O ®
61. Patatas cocidas, asadas (1 patata mediana) o © ®® ® 66 o © ®
62. Bolsa de patatas fritas (1 bolsa pequefia) o © ® ® 6 6 0 ®
63. Bolsa de cortezas de maiz, conos y similares -chips, doritos- (1 bolsa pequefia) o © ® ® 6 o 0 ®
64. Arroz cocinado (1 plato mediano) o © ®® ® 6 e © ®
65. Pastas: espaguetis, fideos, macarrones y similares (1 plato) o © ®® ® 66 o © ®
66. Pizza (1 porcién o racién, 200 g) o © ® ® 6 6 0 ®

Nunca 1-3 1 2-4 56 1 23 45 6+
p 6<1 por por por por por por por  por

VI. BOLLERlA Y DULCES mes mes sem sem sem dia dia dia dia
67. Galletas tipo Maria (1 galleta) o © ® ® 6 o 0 ®
68. Galletas con chocolate (1 galleta doble) o ©®© ® ® 6 6 0 ©)
69. Magdalenas o bizcochos comerciales (uno mediano) o © ®® ® 6 66 O ®
70. Croissant, ensaimada, donuts u otra bolleria comercial sin relleno (uno) o © e ® 66 e ® ®
71. Bollicao u otra bolleria comercial con relleno de crema o chocolate (uno) o @ e @® 66 o © ®
72. Bolleria o reposteria casera o panaderia tradicional (una unidad mediana) o ®© ® ® 6 6 0 ®
73. Pasteles, tarta (unidad o trozo mediano) o © ®® ® 6 66 O ®
74. Chocolate, bombones y similares (1 barrita 0 2 bombones, 30 g) o © ®® ® 66 e ® ®
75. Chocolate en polvo, Cola-cao y similares (1 cucharada colmada sopera) o © ® ® 6 o 0 ®
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Nunca 1-3 1 2-4 56 1 2-3 45 6+
6<1 por por por por por por por por

VIl. ACEITES Y GRASAS mes mes sem sem sem dia dia dia dia
76. Aceite de oliva afiadido en la mesa a ensalada, pan y a platos (1 cucharada sopera) o o &6 ® 6 6 o ®
77. Otros aceites vegetales (idem): girasol, maiz, soja (1 cucharada sopera) o © ® ® 66 6 O ®
78. Mantequilla afladida al pan o comida (1 cucharada o untada) o © ® ® 66 66 0 ®
79. Margarina afadida al pan/comida (1 untada) marca _ _ _ _ _ © © 66 ® o 6 o ©

N}Jnca 1-3 1 2-4 56 1 23 45 6+

VIIl. BEBIDAS Y MISCELANEAS mes mes sem sem dem Ga da da
80. Refrescos normales de cola, naranja, limon (ej. coca-cola, fanta) (Uno, 250 cc) o © ® ® 66 66 0 ®
81. Refrescos sin azlcar cola, naranja, limén (ej. coca-cola o pepsi light) (Uno, 250 cc) o © ® ® 66 66 O ®
82. Agua del grifo (1 vaso, 250 cc) O © ® ® 66 6 0 ®
83. Agua embotellada sin gas (1 vaso, 250 cc) o © ® ® 66 6 O ®
84. Agua embotellada con gas (1 vaso, 250 cc) o © ® ® 6 6 0 ®
85. Zumo de frutas envasado (1 vaso o envase tipo brick pequefio, 200cc) o © ® ® 6 6 O ®
86. Croquetas de pollo, jamén (una) O © ® ® 66 6 0 ®
87. Croquetas, palitos o delicias de pescado fritos (una) o © ® ® 66 6 O ®
88. Sopa, crema o puré de verduras ( 1 plato) o © ® ® 6 6 0 ®
89. Mayonesa (1 cucharada) o © ® ® 6 6 O ®
90. Salsa de tomate (media taza) O © ®® ® 66 6 0 ®
91. Ketchup 6 catchup (1 cucharada sopera) o © ® ® 66 6 O ®
92. Sal afiadida a los platos en la mesa (1 pizca del salero o pellizco con dos dedos) o © ® ® 6 6 0 ®
93. Caramelos y otras chucherias (2 6 3 unidades) o © ® ® 6 6 O ®
94. Mermeladas, miel (1 cucharada) O © ®® ® 66 6 0 ®
95. Azlcar (ej. en la leche, postres, etc.) (1 cucharadita) o © ® ® 66 6 O ®

¢Consume algun otro alimento al menos una vez a la semana?

©
®
®
®
5]
®
Q
®
€]

SUPLEMENTOS Y OTROS HABITOS DIETETICOS

- ~ U . . Dosis semanal
1. Durante los 2 ultimos afios, ¢ha tomado suplementos de vitaminas o minerales?  Marcay presentacion (unidad/sem)

. Preparados de Calcio ONo @Estacionalmente (3-6meses) @Regularmente  _ _ _ _ _ _____________ ________

o

. Suplementos ricos en fibra ®No @Estacionalmente (3-6meses) @Regularmente

(2]

. Multivitaminas ®No @Estacionalmente (3-6meses) @Regularmente

d. Otros suplementos ®No @Estacionalmente (3-6meses) @Regularmente

2. ¢Ha seguido su hijo/a algun tipo de dieta en el Gltimo afio? 7. ¢,Cémo suele comer la carne
(Si responde NO pasar a pregunta 4) . Vecesal

®No OSi ® No sabe/No contesta Nunca Mes Semana Dia Ns/Nc
3. ¢Podria indicar el motivo de seguir esta dieta? Puede a. A la plancha

marcar mas de una respuesta
@ para controlar su peso

b. A la parrilla (grill)

@ por razones médicas c. Asada (horno) - - _
scv@d? d. Frita en aceite
4. ;Con qué frecuencia come comidas fritas? e. Guisada
@ A diario. 8. ¢Qué clase de grasa o aceite suele usar para:

@® 5-6 veces por semana.

® 2-4 veces por semana. Mantequilla Margarina Acoliva  AcO.virgen Maiz/Girasol Mezcla Aceites

@ 1 vez por semana. ALINAR o o o o
® Menos de 1 vez por semana. ® Ns/Nc COCINAR ___ L L L L

5. ¢Cuando come carne, como de hecha le gusta comerla? FREIR
® No come carne (pasar a pregunta 9) _ - - - - -
® Cruda 9. ¢Ha acudido su hijo al comedor escolar en el Gltimo afio?
® Poco hecha ® Nunca @ <1 vez/sem ®1-3 veces/sem @ 4-5 veces/sem® Ns/Nc
@ Hecha . .
® Muy hecha © Ns/Nc 10. Habitualmente, ¢cuéantas veces ala semana...

6. ¢Cuando come carne, qué hace Vd. con la grasa visible? ® Desayuna | | veces/sem @ Merienda | | veces/sem
Ola gmta toda. p ® Almuerza | | veces/sem ® Cena | | veces/sem
® Quita la mayoria. - -
® Quita un poco. ® Come | | veces/sem ® “Pica algo” | | veces/sem

@ No quita nada. ® Ns/Nc
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CUESTIONARIO DE FRECUENCIA ALIMENTARIA Y ACTIVIDAD FISICA N° 3. NINOS

ACTIVIDAD FISICA Y EJERCICIO DEL NINO/A (referida al Gltimo afio)

1. En los Gltimos 12 meses, ¢podriaindicarme Vd. cuantas horas
al dia suele dormir su hijo/a, incluida la siesta?

3. ¢Cuantas horas ve su hijo/a la televisiébn a la semana?
(ajustar al nimero entero mas cercano)

4. ;Cuéanto tiempo camina o hace bicicleta al dia?
® Casi hunca
® Menos de 20 minutos al dia
® 20-40 minutos al dia
@ 40-60 minutos al dia
® Entre 1y 1 horay media al dia
® Mas de 1 hora y media al dia

5. En su tiempo libre incluidas las actividades extraescolares
deportivas, ¢cuanto tiempo dedica a hacer ejercicios o deportes?

® Menos de 1/2 hora al dia

@ % alhora /dia

® 1 hora/ dia

@ 2 horas / dia

® 3 horas / dia

® 4 o mas horas / dia

6. En su tiempo libre, ¢cuanto tiempo dedica a ver television,
videos, juegos sedentarios, leer o a jugar con el ordenador?

® Menos de 1 hora al dia
® 1 hora /dia

® 2 horas / dia

@ 3 horas / dia

® 4 horas / dia

® 5 horas / dia

©@ 6 0 mas horas / dia

7. Globalmente, considerando toda su actividad fisica (AF):
¢,como considera Vd. a su hijo/a?

O®Sedentario/a: sentado casi siempre, sin practica de AF o
deportes, bajo cuidados.

@Poco activo/a: actividades sentadas, escasa AF o deportes

®Moderadamente activo/a: poco tiempo sentado, ligera AF o
deportes.

@Bastante activo/a: casi siempre de pie, frecuente AF o
deportes.

®Muy activo/a: siempre de pie/moviéndose, intensa AF o
deportes a diario)

® No sabe / no contesta

(Se asume una asistencia media de 5 a 6 horas/dia al colegio)



Infancia y Medio Ambiente

Anexo 6

CUESTIONARIO SALUD MENTAL (CSM, Copia para los padres)

IDNUM nifio/a: Nombre y apellidos del nifio:
Nombre padre/madre: Apellidos:

Padre[] Madre [ Nifio J Nifia [

Fecha nacimiento nifio/a: _ / /19

Fecha cumplimentacién: _ / /200
Cumplimentado por:

A continuacién hay una serie de preguntas que se refieren a problemas que haya podido
tener durante los Gltimos 30 dias.

1. ¢ Se ha podido concentrar bien en lo que hacia?

Mejor que habitualmente

Igual que habitualmente

Menos que habitualmente
Mucho menos que habitualmente

Eall el

2. ¢Sus preocupaciones le han hecho perder el suefio?

En absoluto

No mas que habitualmente

Un poco mas que habitualmente
Mucho mas que habitualmente

el A

3. ¢Ha sentido que desempefia un rol util en la vida?

Me he sentido mas Gtil que habitualmente

Me he sentido igual que habitualmente

Me he sentido menos Gtil que habitualmente

Me he sentido mucho menos util que habitualmente

el A
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4. ¢ Se ha sentido capaz de tomar decisiones?

Me he sentido més capaz que habitualmente

Me he sentido igual de capaz que habitualmente

Me he sentido menos capaz que habitualmente

Me he sentido mucho menos capaz que habitualmente

Eall e

5. ¢ Se ha notado constantemente cargado y en tension?

1. No, en absoluto

2. No més que habitualmente

3. Si, un poco més que habitualmente
4. Si, mucho més que habitualmente

6. ¢Ha tenido la sensacion que no puede superar sus dificultades?

1. No, en absoluto

2. No maés que habitualmente

3. Si, un poco més que habitualmente
4. Si, mucho mas que habitualmente

7. ¢Ha sido capaz de disfrutar de sus actividades diarias?

Mas que habitualmente

Igual que habitualmente

Menos que habitualmente
Mucho menos que habitualmente

Eall el

8. ¢Ha sido capaz de afrontar, adecuadamente, sus problemas?

Mas capaz que habitualmente

Igual que habitualmente

Menos capaz que habitualmente
Mucho menos capaz que habitualmente

el A
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9. ¢Se ha sentido poco feliz y deprimido/a?

1. En absoluto

2. No mas que habitualmente

3. Un poco més que habitualmente
4. Mucho mas que habitualmente

10. ¢Ha perdido confianza consigo mismo?

1. En absoluto

2. No mas que habitualmente

3. Un poco mas que habitualmente
4. Mucho mas que habitualmente

11. ¢Ha pensado que es una persona que no sirve para nada?

1. En absoluto

2. No mas que habitualmente

3. Un poco mas que habitualmente
4. Mucho mas que habitualmente

12. ¢ Se siente razonablemente feliz, considerando todas las circunstancias?

Me siento mas feliz que habitualmente

Me siento igual de feliz que habitualmente

Me siento menos feliz que habitualmente

Me siento mucho menos feliz que habitualmente

Eall el

Le agradecemos muy sinceramente su colaboracion
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Anexo 7

ESCALA SOBRE VINCULO AFECTIVO

ADAPTACION PARA NINOS DE 4 ANOS

PF1 Cuando estoy atendiendo al nifio/a me siento molesto/a o irritable:
Muy a menudo

A menudo

De vez en cuando

Muy raramente

HRERNRERE

Nunca

PF2 Cuando estoy atendiendo al nifio/a siento que él/ella tiene
comportamientos deliberadamente dificiles o que intenta hacerme
enfadar:

Muy a menudo

A menudo

De vez en cuando

Muy raramente

HRERNRERE

Nunca

PF3 En las ultimas dos semanas podria describir mis sentimientos hacia
el nifio/a como:

[ ] Desagradables

[] Sin sentimientos intensos hacia el nifio



PF4

PF5

Infancia y Medio Ambiente

Afecto leve

Afecto moderado

HRERN

Afecto intenso

Puedo comprender lo que mi nifio/a necesita o quiere:
Casi siempre

Normalmente

De vez en cuando

Raramente

Casi nunca

HRERNRERE

Todo lo que se refiera a mi nivel de interaccién o relacion con el
nifio/a creo que yo estoy:

Mucho mas implicado que la mayoria de los padres/madres
de mi posicion

Algo méas implicado que la mayoria de los padres/madres
de mi posicion

Igual de implicado que la mayoria de los padres/madres de
mi posicion

Algo menos implicado que la mayoria de los
padres/madres de mi posicién

Mucho menos implicado que la mayoria de los
padres/madres de mi posicion
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PF6 Cuando estoy con el nifio/a me aburro:
[ ] Muy a menudo
[ ] A menudo
[] De vez en cuando
[] Casi nunca
PF7 Cuando estoy con el nifio/a y otra gente esta presente, me siento

orgulloso/a del él/ella:

[] Muy a menudo
[ ] A menudo
[ ] De vez en cuando
[ ] Casi nunca
PF8 (Ijntlen_t(g involucrarme todo lo que puedo en el cuidado y porvenir
el nifio:

[ ] Esto es verdad

[ ] Esto no es verdad
PF9 Hablo del nifio/a con otras personas (que no sea mi pareja):
Muchas veces al dia

Unas pocas veces al dia

Una o dos veces al dia

HRERNEE

Raramente en un dia cualquiera



PF10

PF11

PF12

PF13
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Cuando tengo que dejar el nifio/a:
[ ] Normalmente me siento un poco triste

[ ] A menudo me siento un poco triste

Tengo sentimientos mezclados, de tristeza y de liberacion
al mismo tiempo

[ ] A menudo me siento liberado/a
[ ] Normalmente me siento liberado/a

Cuando estoy con el nifio/a:

|:| Siempre disfruto/me satisface mucho

[ ] A menudo disfruto/me satisface mucho

[ ] De vez en cuando disfruto/me satisface mucho
|:| Muy raramente disfruto/me satisface mucho

Cuando no estoy con el nifio/a, estoy pensando en él:
[] Frecuentemente
[ ] De vez en cuando

[ ] Casi nunca

Cuando estoy con el nifio:

Normalmente intento prolongar el tiempo que paso
con él/ella.

Normalmente intento acortar el tiempo que paso con
él/ella.




PF14

PF15

PF16
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Cuando he estado alejado/a del nifio/a por un tiempo y voy a volver
a estar con él/ella otra vez, normalmente siento:

Una ilusién intensa a la idea
Una ilusién moderada a la idea
Una ilusién media a la idea

La idea no me provoca sentimientos

HRERNRERE

Tengo sentimientos negativos a la idea

En los altimos tres meses, he estado sentado/a mirando el nifio/a
como dormia durante periodos de cinco minutos 0 mas:

Muy a menudo
A menudo

Algunas veces

HRERNEE

Casi nunca

Respeto las cosas que hemos tenido que renunciar por el nifio/a:
Bastantes veces siento resentimientos

Algunas veces siento resentimientos

Raramente siento resentimientos

No siento resentimientos

HREREEE
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PF17 En los ultimos tres meses, siento que no tengo suficiente tiempo
para mi, para llevar a cabo mis propios intereses:

Casi todo el tiempo
Muy a menudo

De vez en cuando

HRERNRE

Casi nunca
PF18 Normalmente cuando estoy con el nifio/a:
[ ] Soy muy impaciente
|:| Soy un poco impaciente
[] Soy bastante paciente

Preliminary Factor Structure

Items in brackets( ) are reverse scored

Quality of attachment: 3 6 (7) (11)

Absence of hostility: 1 2 16 17 18

Pleasure in interaction: all reversed (4 5 8 9 10 12 13 14 15)

To ensure equal weighting of all questions it is recommended that response
options be recoded to represent a score of 1 (low attachment) to 5 (high
attachment) for every question. For example:

Question 6 would be scored as: 1; 2.3; 3.6; 5

Question 8 would be (reverse) scored as: 5; 1



Infancia y Medio Ambiente

Anexo 8
CUESTIONARIO AMBIENTAL NINO 4 ANOS

a) IDNUM NINO:

b) FECHA CUESTIONARIO: I/

c) ENTREVISTADOR: f) ENTREVISTADO:

A. ENTORNO DE LA VIVIENDA

1. Direccion postal:

2. ¢Desde cuando vive el nifio en esta vivienda?: (meses/ afos)

3. Clasifique el entorno como:

Rural
Residencial
Urbano
Comercial
Industrial

PoooTy

4. Anchura aproximada de la calle: metros

5. Distancia a una calle en la que el tr&fico pasa continuamente: metros

6. ¢Cual es la frecuencia con que pasan coches por la calle mas cercana a la
vivienda?
a. Continuamente
b. Con bastante frecuencia
c. Frecuencia regular
d. Poco
e. Practicamente nunca

7. ¢Cual es la frecuencia con que pasan vehiculos pesados (camiones,
autobuses, ..., excepto el camién de la basura) por la calle mas cercana a la

vivienda?
a. Continuamente
b. Con bastante frecuencia
c. Frecuencia regular
d. Poco
e. Préacticamente nunca



10.
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Distancia aproximada a algun foco de emisién de contaminacién atmosférica
(humo, polvo, olores) distinto del trafico, tal como chimeneas, extractores de

humo,...: metros

8.1. Especificar cudl es la actividad:

8.2. Grado de molestia:

Distancia aproximada a algun foco de emisién de ruido distinto del trafico, tal

como bares, taller, industria, obra,...: metros

9.1. Grado de molestia:

Distancia aproximada a zona verde o arbolada: metros.

INTERIOR DE LA VIVIENDA

¢ Cémo describiria la vivienda?

vivienda unifamiliar separada de otras casas

vivienda unifamiliar junta a una o0 mas casas (casa de pueblo, adosado)
Piso

Otro. Especificar:

o0 oW

N° de habitantes de la vivienda:

Superficie aproximada de:

Dormitorio nifio: m
Salén: m?
Cocina: m?




4. N°de ventanas de:

Infancia y Medio Ambiente

Mala

Mala

Mala

Inv Ver

Dormitorio nifio: ; int/ ext:
Salén: ;int/ ext:
Cocina: ;int / ext:
¢,Como considera la ventilacion de
Inv  Ver Inv Ver
dormitorio nific?  Buena Regular
salon? Buena Regular
cocina? Buena Regular
5. ¢Tiene calefaccion la vivienda?
Dormitorio nifio:  Si No Tipo:
Salén: Si No Tipo:

Tipos: Central o por aire / Gas Natural, gas butano (estufa), gas propano, gasoil,
eléctrica, chimenea abierta, estufa de carb6n o madera.

6. ¢Tiene aire acondicionado la vivienda?

Dormitorio nifio: Si

No

Salén: Si

No

7. Tipo de calentador de agua de la vivienda:

Tipos: gas natural, gas propano, gas butano, caldera de aceite, fuel o gasaoill,
eléctrico, de parafina o queroseno, carbén o madera.

No

8. ¢Tiene extractor en la cocina? Si

8.1. ¢Lo usa habitualmente?  Si

No




9. ¢Qué tipo de cocina tiene?
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Tipos: gas natural, gas propano, gas butano, eléctrica, carbén o madera.

10. N° de fumadores en la vivienda:

10.1. Cantidad total:

cigarros/dia

10.2. ¢Se fuma en las siguientes habitaciones?

Dormitorio nifio: Si No
Salén: Si No
Cocina: Si No

11. NP ocupantes del dormitorio del nifio:

12. ¢Hay animales en la vivienda? Si No
12.1. ¢Han dormido o duermen animales en la habitacién del nifio? Si No
13. ¢ Utiliza humidificador en el dormitorio del nifio? Si No

14. ¢ Qué otras formas de emision atmosférica existen en la vivienda?

Aerosoles

Ambientadores*

Otros

; frecuencia de uso:

; frecuencia de uso:

; especificar: ; frecuencia de uso:
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Anexo 9

CUESTIONARIO DE USO Y CONSUMO DE AGUA EN EL EMBARAZO

IDNUM:

Fecha cuestionario: / /

Entrevistador:

Entrevistado:

1. ¢ Cuantos vasos de agua bebia habitualmente cada dia durante el embarazo? (en total,
contando durante la comida y fuera de la comida)
|__| Ninguno

|| 1vaso por dia

|__| 2 vasos por dia

|| 3-4 vasos por dia

|__| 5-6 vasos por dia

|__| Mas de 6 vasos por dia
|__| No sabe

2. (57). ¢ Cuédl era el origen principal del agua que bebia en su residencia durante el embarazo?
(indicar un solo origen, el que usted considere mas frecuente)

| Agua municipal
| Pozo privado

| Otro origen (especificar) | [ | | | | [ [ [ | | [ [ [ [/ [ [ [/ [ [ ][]

L |
|
|__| Agua embotellada
|
|__| No sabe

Si la respuesta es “agua municipal”, ir a la pregunta 22,
Si la respuesta es “pozo privado” o “agua embotellada” o “otro origen” o “no sabe”, ir a la pregunta 3

2a. (57a) Si el origen del agua que bebia era agua municipal ¢Utilizaba algun tipo de filtro?

|| Si —indicartipo: | | | [ [ | [ | [ [ | [ [
| No

3. (58) ¢ Cudl era el origen principal del agua que utilizaba para cocinar en su casa durante el
embarazo? (indicar un solo origen, el que usted considere mas frecuente)

|__| Agua municipal
| Pozo privado
| Agua embotellada

L

L

|__| Otro origen (especificar) | |
|__| No sabe

Si la respuesta es “agua municipal”, ir a pregunta 3a.
1



Infancia y Medio Ambiente

Si la respuesta es “pozo” o “agua embotellada” o “otro origen” o “no sabe”, ir a la pregunta 4.

3a. (58a) Si el origen del agua que usaba para cocinar era agua municipal, ¢Utilizaba algun
tipo de filtro?
|| Si —>ndicartipo: | [ | | | [ [ [ | ]
|| No

4. (59) ¢ Cambi6 el agua que consumia mientras estaba embarazada?

|| Si, lade beber
|| Si, la de cocinar
|__| No cambié

5. (60) ¢,Cuél era el origen principal del agua que consumia fuera de casa (en su trabajo, en casa de
familiares) durante el embarazo? (indicar un solo origen, el que usted considere mas frecuente)

| Agua municipal

| Pozo privado

| Agua embotellada

| Otro origen (especificar) ||
| No sabe

6. (61) ¢COMoO se aseaba habitualmente durante el embarazo?

| Ducha
| Bafo
| Ambos

L
L
- .
|| Otro (especificar) | [ [ [ | [ [ [ [ | [ [ [ | L [ [ 1 [ [[]

7. (62) ¢Con qué frecuencia se solia duchar y/o bafiar durante el embarazo?

1. Ducha 2. Bafio
a. N° de veces a la semana...... [ ||
b. Si era menos de unavez ala semana, indicar el n°® de veces al mes ] (-

8. (63). ¢Cuénto rato, en promedio, duraba la ducha y/o el bafio? 1. Ducha 2. Bafio
Numero de minutos L L

9. (64) ¢ Se solia duchar y/o bafiar con agua caliente o fria? Caliente Fria Ambas
a. Ducha | | |
b. Bafio || || ||
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10. (65) Durante el embarazo, ¢se solia bafiar en la piscina?
|| Si
|| No

Si la respuesta es “Si”, ir a pregunta 10a'y 10b.
Si la respuesta es “No”, ir a pregunta 11.

10a. (652) ¢Era una piscina ptblica?
|__| Si (especificar nombre)

T
|| No

10b. (65b) ¢,Con qué frecuencia se bafiaba en la piscina durante el embarazo?

Verano Resto del afio
N° veces Tiempo N° veces Tiempo
al mes (minutos) al mes (minutos)

1. Piscina descubierta | I I [ I

2. Piscina cubierta | [ I [ I

CONSUMO DE BEBIDAS

Estimada Sra., esta parte de la encuesta es para conocer el consumo de las siguientes bebidas durante su
embarazo. Para tipo de bebida o alimento, sefiale cuantas veces como media habia tomado la cantidad que se indica.

Nunca 1-3 1lpor 24 56 1por 23 45 60mas
omenosde por se- por por dia por por por dia
1vezal mes mana sem. sem. dia dia
mes

11. (85) Agua del grifo (1 vaso) || I ) Y Y Y OO
12. (36) Agua embotellada sin gas (1 vaso) || I I e ) B O
13. (87) Agua embotellada con gas (1 vaso) || ) Y Y I OO
14. (39) Café (1 taza) || I Y I A
15. Café descafeinado (1 taza) || R A O ||
16. Sopa o puré de verduras (un plato) || Iy O I ||
17. Té o Infusiones (1 taza) || I A R A O ||

OBSERVACIONES

iGRACIAS POR CONTESTAR ESTE CUESTIONARIQO!

3
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