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Presentacion de la tesis

PRESENTACION DE LA TESIS

Esta tesis doctoral se presenta con un conjunto de publicaciones, de acuerdo
a la normativa vigente en la Universidad Miguel Herndndez. Siguiendo esta
normativa, esta tesis consta de una introduccidén general, de los articulos de
investigacion publicados o enviados para publicacién, una discusidén general,
las conclusiones finales y recomendaciones asi como de un resumen global.
De los tres articulos que la componen, dos estdn publicados y uno enviado
para publicacion en revistas de divulgacion cientifica internacional. Los tres
articulos son contribuciones originales con datos provenientes de un proyecto
de investigacién, la red de investigacién colaborativa INfancia y Medio
Ambiente (INMA), que se constituyd en 2003 con financiacién del Instituto de
Salud Carlos Il (G03/176) y se ha cofinanciado con proyectos de investigacién
FIS (FIS 03/1615, FIS 04/1112, FIS 04/1509, FIS 05/1052) y Ministerio de Educacion
y Ciencia (SAF2002-03508). El tema cenftral de la tesis es la influencia de la
alimentacion y de la exposicion a téxicos medioambientales en el crecimiento
fetal. Concretamente, se ha estudiado el efecto sobre el crecimiento fetal de
dos grupos de alimenfos que son considerados de gran relevancia para la
salud en la actualidad, el de las frutas y verduras por su aporte en dcido félico,
vitaminas antioxidantes y fitoquimicos, y el de pescado por su aporte principal
en dcidos grasos esenciales omega 3. Siendo el pescado un dlimento
controvertido por su contenido en mercurio, se ha estudiado la exposicidon
prenatal a mercurio y sus factores determinantes asi como su papel en el
crecimiento fetal cuando se estudia conjuntamente con el consumo de los

diferentes tipos de pescado.

Mi participacion desde el inicio del proyecto, como contratada a fiempo
completo, consistid en organizar y coordinar el frabajo de campo, realizar la
monitorizacion de la cohorte de embarazo, contribuir a la divulgacion

cientifica. Fui ademds investigadora principal del FIS 04/1112.
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Resumen

RESUMEN

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Existe cada vez mayor evidencia cientifica sobre el papel de la alimentacién y
de la exposicidn a tdxicos durante el embarazo sobre el crecimiento fetal, asi
como sobre su influencia en el crecimiento y desarrollo del nino en etapas
posteriores de la vida e incluso en el riesgo de padecer enfermedades
crénicas en la edad adulta. Existen dos grupos de alimentos considerados de
gran relevancia para la salud en la actualidad, el de las frutas y verduras por
su aporte en dcido fdlico, vitaminas antioxidantes y fitoquimicos, y el de
pescado por su aporte principal en dcidos grasos esenciales omega 3. El papel
de las frutas y verduras sobre el crecimiento fetal es poco conocido en la
actualidad. Los resultados del efecto del pescado sobre el crecimiento fetal
son inconsistentes, ya que debido al posible acumulo de téxicos, el efecto
dependerd del tipo de pescado consumido. Pocos estudios han abordado el
tema considerando los distintos tipos de pescado junto con la exposiciéon
prenatal a mercurio. Los objetivos del presente trabajo son los de evaluar el
efecto del consumo de frutas y verduras durante el embarazo sobre el
crecimiento fetal, determinar el papel del consumo de los distintos tipos de
pescado en la exposicidon prenatal a mercurio y evaluar su efecto conjunto

sobre el crecimiento fetal.

METODOS

Entre mayo de 2004 y febrero de 2006 se incluyeron 787 recién nacidos de las
madres pertenecientes al proyecto INfancia y Medio Ambiente (INMA)
procedentes de las dreas sanitarias 5 y 6 de la Comunidad Valenciana. Se
realizd un primer andlisis de exposicidon prenatal a mercurio en 253 recién
nacidos y para el estudio de la asociacidon entre el mercurio y el crecimiento

fetal se dispuso de sangre de corddn para 554 recién nacidos.

El diseno es un estudio de cohorte en el que se reclutaron las madres en el
primer trimestre del embarazo y se siguieron hasta el nacimiento de sus bebés.
La evaluacién de la ingesta dietética se realizd mediante cuestionario de

frecuencia de alimentos administrado mediante encuestador en el primer y
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tercer trimestre. Los datos socio-demogrdficos y de estilo de vida se recogieron
mediante cuestionario estructurado en entrevista personal. La anfropometria al
nacimiento, peso vy talla, se recogid de los registros hospitalarios. El mercurio
total se midié en sangre total de corddn umbilical. Se ha analizado mediante
regresion lineal multiple la asociaciéon entre los factores de exposicion y el peso
y talla estandarizados por edad gestacional y mediante regresion logistica la
asociacién con pequeno para edad gestacional de peso y talla (PEG),

definidos como el peso y la talla por debajo del 10° percentil.

RESULTADOS

La ingesta media de verduras fue de 293.0 (DE: 216.1) g/d; aproximadamente
un 40% de las mujeres consumian verdura por debajo de 200 g/d. Una baja
ingesta de verduras se asocidé negativamente con el peso y la talla al
nacimiento ajustados por edad gestacional de forma no lineal; los recién
nacidos de madres en los dos quintiles mds bajos de ingesta en el primer
trimestre de la gestacion presentaron un peso vy talla significativamente menor
que los recién nacidos en el cuarto quintil pero no con respecto al quinto. Las
mujeres en el quintil mds bajo de ingesta durante el primer trimestre
presentaron un riesgo mayor de tener un bebé pequeno para edad
gestacional (PEG) de peso que las mujeres en el quintil superior (OR: 3,7; 95%
IC: 1,5-8,9; P de tendencia < 0,001) y un mayor riesgo de tener un bebé PEG de
talla en el tercer trimestre (OR: 5,5; 95% IC: 1,7-17,7; P de tendencia < 0,04). La

fruta no mostrd asociacion con la antropometria al nacimiento.

Los recién nacidos presentaron niveles detectables de mercurio total en un
98% de los casos. La media geométrica fue de 9,9 ug/L (95%IC: 9,0-10,8). El 75%
de los recién nacidos presentaron niveles por encima del limite recomendado
de 5,8 ug/L. Las mujeres que consumian una racién dos o mds veces a la
semana de pescado azul grande, blanco o frito variado presentaron niveles
de mercurio total en sangre de corddén 1,6, 1,4 y 1,3 veces superior a las
mujeres que consumian esos pescados de forma infrecuente (nunca o menos
de una vez al mes). Otros factores asociados de forma independiente y
significativa a los niveles de mercurio fueron la edad de la madre, el pais de
origen, fumar durante el embarazo y la estacién del ano en el momento del

parto.
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Los recién nacidos que presentaron niveles de exposicidn a mercurio en el
cuartil superior pesaron 143,7 g menos (IC: -251,8, -35,6) y tuvieron un mayor
riesgo de PEG de talla (OR: 5,3; 95%IC: 1,2-23,9) que los del cuartil inferior. El
consumo de atun en lata se asocié con mayor peso al nacimiento, 116,4 g mds
(95%IC: 3,0-230,0) en las mujeres que consumian dos o mds raciones a la
semana respecto a las que consumian de forma ocasional. El consumo de dos
o mds raciones a la semana de pescado blanco se asocid a un menor riesgo
de PEG de talla (OR: 0,1, 95%IC: 0,0-0,6) y el de pescado azul grande con un
mayor riesgo de PEG de peso (OR: 4,6, 95%IC: 1,4-15,4) con respecto al

consumo mds bajo.

CONCLUSIONES

Una proporcidén no despreciable de mujeres, dos quintos de las mismas,
consumian verdura por debajo de las recomendaciones propuestas por
grupos de expertos. Un consumo bajo de verduras durante la gestacién
(orimer y tercer trimestres) se ha asociado con efectos adversos sobre la
antropometria al nacimiento (peso, talla o riesgo de PEG) en los recién

nacidos de la cohorte.

Los niveles de exposicidn prenatal a mercurio encontrados en esta
poblacién son elevados y se relacionan principalmente con el consumo de
pescado. Una gran proporcidn de recién nacidos superan la dosis de
referencia establecida por la Agencia de Proteccién Ambiental americana
(US. EPA), siendo comparables a los de comunidades con gran consumo de

pescado como Taiwdn y Japdn.

La exposicion prenatal a mercurio en los recién nacidos de la cohorte se ha
asociado a efectos adversos en el peso al nacer y en el riesgo de PEG para
talla. El papel del pescado en el peso, talla o en el riesgo de PEG depende
del fipo de pescado consumido. El consumo de pescado azul grande
durante el embarazo representa un riesgo de efectos adversos en el
crecimiento intrauterino independiente de su contenido en mercurio debido

probablemente a su contenido en otros contaminantes persistentes.
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Infroduccidn

INTRODUCCION

1. EMBARAZO, ALIMENTACION Y MEDIO AMBIENTE

Somos culpables de muchos errores y muchas faltas. Pero nuestro peor crimen es el
abandono de la infancia, descuidando la fuente de la vida. Muchas de las cosas
qgue necesitamos pueden esperar. El nino no puede. Ahora es el momento en que
sus huesos se estdn formando, su sangre se estd haciendo y sus sentidos se estdn

desarrollando. A él no podemos contestarle “Manana”. Su nombre es “Hoy"

Gabriela Mistral. Premio Nobel de Literatura, 1945

Los ninos no son pequenos adultos, sus cuerpos estdn en constante
crecimiento, sus érganos y funciones desarrolldndose, por tanto inmaduros, 1o
que les hace especialmente vulnerables al medio ambiente. Los periodos de
mayor vulnerabilidad son el periodo periconcepcional, embrionario/fetal y la
primera infancia. Una exposicién a contaminantes quimicos y/o un déficit
nutricional, que actle durante el periodo periconcepcional o
embrionario/fetal puede producir, dependiendo de su intensidad, momento y
naturaleza, cambios en la estructura o en la funcién de los érganos y producir
alteraciones en el crecimiento, en el neurodesarrollo, en el riesgo de aparicién
de alergias, etc. (Olsen, 2000), e incluso aumentar el riesgo de desarrollar
enfermedades en la edad adulta, esto Ultimo es lo que se conoce como el
origen fetal de las enfermedades (Harding, 2001;Barker, 2007). Es posible que
tanto el estado nutricional previo de la mujer embarazada como el aporte de
nutrientes al embridn/feto jueguen un papel importante en el desarrollo fetal a
tfravés de la modificacion de la susceptibiidad a sustancias quimicas
medioambientales (Kordas et al., 2007). La complejidad de la interrelacién
enfre la exposicibn a quimicos medioambientales y el estado
nutricional/nutrientes viene reflejada en la figura 1. La carga genética supone
un pequeno porcentaje del riesgo de desarrollar enfermedad, ya que la
expresidon de los genes viene modulada por factores medioambientales
ligados a la contaminacion, a la nutricién, al estilo de vida y a los factores
sociales (Willet, 2002;Romieu et al., 2004;van den Hazel et al., 2006), de ahi la

importancia de estudiar los factores prenatales modificables que tendrdn
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influencia tanto a corto como a largo plazo en el crecimiento y desarrollo del
nino.
Figura 1. Un modelo de interaccién entre nutrientes y contaminantes quimicos
(Kordas et al., 2007)
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La alimentacién es uno de los principales determinantes de salud (Hung et al.,
2004;Liu, 2003). Una adecuada nutricién es importante en cualquier etapa de
la vida, adquiriendo especial relevancia, como hemos visto, durante la etapa
preconcepcional, gestacién y primeros anos de la infancia. En poblaciones
aparentemente con un buen estado nutricional, sin déficits en cuanto al
balance energético-proteico, se han relacionado factores dietéticos, como el
dcido fdlico, los dcidos grasos omega 3, las vitaminas antioxidantes, durante el
periodo preconcepcional y la gestacion con malformaciones congénitas,
parto pretérmino, retardo de crecimiento intrauterino y patologias maternas
como preeclampsia y diabetes gestacional (Scholl and Johnson, 2000;Olsen
and Secher, 2002;Roberts et al., 2003;Sharma et al., 2003;Zhang et al.,
2004;Decsi and Koletzko, 2005;Knudsen et al., 2008). La ingesta de
micronutrientes especificos, asi como el estado previo de las reservas
maternas, durante el embarazo y la lactancia ha de verse como un proceso
continuo de vital importancia para el correcto crecimiento y desarrollo fetal e
infantil (Allen, 2005).
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Los alimentos constituyen por ofra parte una de las vias principales de
exposicién humana a téxicos medioambientales (figura 2) (Ribas-Fitd, 2003).
Como observamos en la figura 2, una gran parte de la contaminacién del aire,
agua y suelo se candliza a través de la contaminacién de la cadena
alimentaria como paso previo a la contaminacién humana. Asi pues nos
enconframos con una doble vertiente en lo a los alimentos se refiere. Por una
parfe son necesarios por su aporte en macro y micronutrientes, algunos de
ellos esenciales para un correcto desarrollo fetal, y por ofra parte se convierten
en fuente de contaminantes quimicos con efectos potencialmente deletéreos
para la salud especialmente para el organismo en desarrollo. Un ejemplo de
alimento confrovertido actualmente y en contfinuo debate tanto en la salud
del adulto como en la salud perinatal es el pescado (Mozaffarian and Rimm,
2006). El mercurio, cuya principal fuente es el consumo de pescado, se ha
relacionado en el adulto con procesos cardiovasculares (Guallar et al., 2002) y
en la salud perinatal con potenciales efectos adversos de la exposicion
prenatal sobre el neurodesarrollo del nino (Oken and Bellinger, 2008). El
pescado es por otra parte una buena fuente de proteinas, dcidos grasos
poliinsaturados (entre los que destaca el dcido docosahexaenoico (DHA), uno
de los principales dcidos grasos omega 3 de cadena larga), yodo, vitamina D
y E, por lo que la controversia radica sobre las posibles recomendaciones de
consumo en grupos vulnerables para lograr un equilibrio en el riesgo/beneficio.
El pescado es a su vez un ejemplo de debate que ha pasado a la sociedad
civil, como lo muestra la noticia publicada en el periddico el Pais (El Pais,
martes 21 de noviembre de 2006, p.46) con motivo de un estudio llevado a
cabo por la Universidad Rovira i Virgil, en la que se presentaba una
calculadora, el programa Ribepeix disponible en la web, del aporte de
contaminantes y nutrientes provenientes del pescado segun el tipo y su
frecuencia de consumo teniendo en cuenta el sexo y el peso de la persona
para la que se calcula, con el fin de ayudar a optimizar el beneficio obtenido
por el consumo de pescado (Domingo et al., 2007b). El papel del consumo de
pescado durante el embarazo en el crecimiento fetal se fratard en detalle mds

adelante.
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Figura 2. Principales rutas de exposicion a contaminantes ambientales (Ribas-Fito, 2003)
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Un crecimiento fetal subdptimo se ha relacionado con un mayor riesgo de
mortalidad fetal, neonatal e infantil, mayor riesgo de morbilidad neonatal
(hipoglucemia, hipocalcemia, policitemia), un crecimiento posnatal
inadecuado (Fall et al, 2003;Kramer, 2003) y un menor desarrollo
neuroconductual en la infancia (Morris et al., 1998;Richards et al., 2002). Un
refraso del crecimiento intrauterino se ha relacionado también con un
incremento del riesgo de enfermedades crénicas del adulto (enfermedad

cardiovascular, sindrome metabdlico) (Barker, 1999:Rich-Edwards et al., 2005).

La identificacion de factores ambientales determinantes de salud vy
enfermedad en épocas tempranas de la vida, como es la etapa prenatal,
ofrece la posibilidad de adoptar medidas preventivas asi como desarrollar
politicas de salud publica y programas de intervencion precoces dirigidas a la
mujer embarazada para mejorar el crecimiento y el desarrollo fetal,
posibilitando un aumento en la salud de la poblaciéon, tanto a corto como a

largo plazo.
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2. INGESTA DE FRUTAS Y VERDURAS DURANTE EL EMBARAZO Y CRECIMIENTO
FETAL

"La postura mayoritaria, siguiendo las ensenanzas de Aristoteles, define a la
hembra gestante como el receptdculo pasivo del embridon. Sin embargo los
herederos de Hipdcrates consideraron que el cuerpo de la mujer tenia un papel
mds activo en la conformacion del hijo: ademds de alojarlo, lo modelaria
conjuntando, a este fin, el poder del semen masculino con la fuerza de los
alimentos que iria ingiriendo durante la gestacion”

Teresa Moure. Fragmento de Hierba mora

El consumo de frutas y verduras se ha asociado a una disminucion del riesgo
cardiovascular y de algunas formas de céncer (Drewnowski et al., 1997;Hung
et al., 2004). Dichos efectos se han atribuido al contenido en vitamina C, E y
carotenoides, nufrientes antioxidantes que juegan un importante papel en la
defensa contra los radicales libres y combaten el estrés oxidativo. Cuando nos
encontramos con un desequilibrio entre la produccién de radicales libres y la
capacidad antioxidante del organismo para neutralizarlos se produce el estrés
oxidativo, proceso que se ha implicado en la etiologia de enfermedades
cronicas como el cdncer, la patologia cardiovascular, las cataratas, las
maculopatias y el proceso de envejecimiento en general (Mayne, 2003). La
similifud entre los procesos cardiovasculares del adulto y las alteraciones
vasculares que se producen en la preclampsia y en el refraso del crecimiento
infrauterino ha llevado a relacionar factores comunes entre ambas entidades
enfre los que se encuentran los factores dietéticos, destacando los
antioxidantes, por su papel contra el estrés oxidativo celular (Roberts et al.,
2003).

La gestaciéon en si misma es un estado que produce oxidacién, halléndose los
biomarcadores de estrés oxidativo aumentados (Connors and Merrill, 2004). La
deficiencia de nutrientes antfioxidantes y el estrés oxidativo se han asociado a
un incremento del riesgo de desarrollar patologias de la gestacién y por lo
tanto de afectar el crecimiento fetal. Los mayores niveles plasmdticos de
vitamina C y E también se han asociado con un incremento de la talla y/o del
peso al nacimiento (Lee et al., 2004), aungue los resultados son inconsistentes

(Ghebremeskel et al., 1994) o considerados de poca relevancia clinica

11



Intfroduccidén

(Mathews et al., 2004). Los carotenoides, pigmentos liposolubles sintetizados
por las plantas, estdn presentes en frutas y verduras. Los carotenoides con
actividad provitamina A (J caroteno, el [ caroteno y la criptoxantina), se
transforman en retinol en el epitelio intestinal; la luteina y el licopeno no tienen
actividad provitamina A pero se les ha atribuido propiedades antioxidantes. La
ingesta de alimentos ricos en carotenoides (naranjas, zanahorias y tfomate)
influye en los niveles maternos circulantes y se correlaciona con los niveles en
sangre de corddén (Yeum et al., 1998). En un estudio de suplementacién, los
carotenoides se han relacionado con una disminucién del riesgo de
preeclampsia y una menor incidencia de refraso de crecimiento intrauterino

en el grupo suplementado (Sharma et al., 2003).

A pesar de que los estudios observacionales y de suplementacién sugieren un
papel positivo de los micronutrientes antioxidantes en el crecimiento
infrauterino, los resultados son inconsistentes. Uno de los principales
inconvenientes de utilizar micronutrientes especificos para estudiar la relacion
es que no se tienen en consideracién otros posibles componentes bioactivos
de las plantas (fitogquimicos) que estdn adquiriendo especial consideracion por
su posible papel en patologia cardiovascular (Liu, 2003). Otro de los
inconvenientes es la dependencia de las tablas de composicidn de alimentos
para poder estimar el aporte de micronutrientes especificos provenientes de
las plantas, que han variado en el curso del tiempo y que pueden ser en parte
causa de la inconsistencia de resultados en los diferentes estudios. Las tablas
van actualizédndose, de hecho se han ido incorporando fitoquimicos como las
isoflavonas, pero parece dificil que puedan tener en consideracién todos los
componentes de las plantas. En un estudio en mujeres adultas en China, sobre
la relacion entre el consumo de frutas y verduras y el riesgo de desarrollar
diabetes, el efecto beneficioso de las verduras se observéd incluso cuando en el
modelo se incluian los biomarcadores sanguineos de vitamina C vy
carotenoides, lo que sugiere un efecto independiente de esos nutrientes
probablemente debido a otros componentes fitoquimicos (Villegas et al.,
2008). Ademds hay que tener en cuenta la accién aditiva y sinérgica de la
combinacion de los diferentes fitoquimicos presentes en los alimentos y en la
combinacion de los mismos (Liu, 2003). La utilizacién de los alimentos o grupos

de alimentos para estudiar la relacion de las frutas y verduras en el crecimiento
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infrauterino, aunque no exento de sesgos potenciales (Fraser and Shavlik,
2004), tiene la ventaja de tomar en consideracion todos los componentes
bioactivos de las plantas asi como de ser de mayor utilidad en cuanto a

recomendaciones de salud publica en las poblaciones estudiadas.

El dcido félico administrado durante el periodo periconcepcional disminuye el
riesgo de aparicion de defectos del tubo neural asi como de recurrencias en
embarazos posteriores (Tamura and Picciano, 2006). Por ofra parte su aporte
debe ser mantenido durante toda la gestacion para disminuir el riesgo de otros
efectos adversos como parto pretérmino, bajo peso al nacimiento y retardo de
crecimiento intrauterino por ingesta dietética inadecuada (Scholl et al.,
1996;Scholl and Johnson, 2000;Lindblad et al., 2005), aunque el papel de la
suplementacion en dichos efectos no estd del todo elucidado (Charles et al.,
2005). El folato sélo puede obtenerse a partir de la dieta, sobre todo a partir de
verduras de hoja verde, la deficiencia de folato puede deberse a una baja
ingesta o0 a un aumento de las necesidades en presencia de un polimorfismo
genético (Shelnutt et al., 2003). Uno de los posibles mecanismos en el papel de
dcido félico en el crecimiento fetal es el acumulo de homocisteina como
marcador del déficit de félico (Tamura and Picciano, 2006); en un estudio con
mujeres japonesas, niveles elevados de homocisteina en el tercer trimestre se

relacionaron con un menor peso al nacimiento (Takimoto et al., 2007).

Dos estudios en poblaciones de mujeres embarazadas muy diferentes, una de
la India (Rao et al.,, 2001) y otra de Dinamarca (Mikkelsen et al., 2006), han
encontrado una asociacion positiva entre el consumo de frutas y verduras
durante el embarazo y el peso al nacimiento. En el estudio danés se encontrd
mayor asociacion para las frutas mientras que en el de la India se encontrd
mayor asociacidén con las verduras, en este Ultimo se estudid también la
relacién con la talla al nacimiento pero no hubo asociacién. En ninguno de los

dos estudios se evalud el riesgo de retardo de crecimiento intrauterino.

Las recomendaciones de ingesta para frutas y verduras aumentan durante el
periodo de la gestacién. La Sociedad Espanola de Nutricion Comunitaria en su
"Guia de la alimentacion saludable” recomienda de 2 a 4 raciones de
verduras y hortalizas al dia en mujeres embarazadas (tabla 1). Como
puntualiza Ortega et al (Ortega, 2001), sin el consumo de 4-5 porciones al dia

de verduras dificiimente puede conseguirse la ingesta diaria recomendada de
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600 ug de dcido félico durante el embarazo. De hecho 600 ug/dia son cifras

dificilmente alcanzables por ingesta en poblacién europea o americana segin

varios estudios descriptivos de dieta en embarazadas (Rogers and Emmett,

1998;Erkkola et al., 1998;Giddens et al., 2000).

Tabla 1. Recomendaciones de ingesta durante el embarazo

MUJER

GRUPO DE ALIMENTOS ADULTA
Farindceos

3-6
Verduras y Hortalizas

2-3
Frutas 2
Lacteos 2
Alimentos protéicos 1-2
Grasas de adicién 3-6
Agua: red, mineral 4-8
Infusiones, bebidas sin
alcohol

EMBARAZADA

45

2-3

3-4

MUJER
LACTANTE

45

2-3

4-6

3-6

4‘8 vasos

PRINCIPALES ALIMENTOS

Pan, pasta, arroz, legumbres,
cereales, cereales integrales,
patatas

Gran  variedad  segun el
mercado. Incluir ensaladas
variadas

Gran variedad segun
estaciones

Leche, yogur y quesos

Carnes, aves, pescados,
huevos. Legumbres vy frutos
secos

Preferentemente aceite de
oliva y/o semillas

Agua de red, minerales,
infusiones y bebidas con poco
azdcar y sin alcohol

Fuente: Guia de la alimentacion saludable. SENC. 2004
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3. INGESTA DE PESCADO DURANTE EL EMBARAZO Y CRECIMIENTO FETAL

La mayoria de la flota bacaladera reposta en Saint-Pierre, en Saint John's o en Nueva
Escocia. Yo estuve alli algun tiempo en un bou que se atfrevia un poco mds alld, hacia
el estrecho de Davis, en los limites del Circulo Polar Artico. Hicimos una escala alli, en
Godthab.

5S6lo una parada?

Sélo una parada, si.

Entonces, zla mujer de Godthab existid? sEra una esquimal?

Era Inuit. Ellos dicen Inuit. Significa persona. Esquimal es comedor de carne cruda. Inuit
es persona.

Manuel Rivas. Fragmento de Los libros arden mal

Estudios ecoldgicos en las islas Faroe, Islandia y otfros paises nérdicos han
sugerido un mayor peso al nacimiento en comunidades con elevada ingesta
de pescado (Olsen et al., 1995;Thorsdoftir et al., 2004). El posible mecanismo
seria el aporte de los dcidos grasos omega 3, lo que aumentaria la razén de
prostaciclinas:fromboxano, reduciendo la viscosidad y mejorando el flujo
placentario (Olsen et al., 1990) o mediante la prolongacion de la gestacion
debido a la inferferencia con prostaglandinas que intervienen en el proceso
del parto (Olsen et al., 1993).

La asociacion del consumo de pescado con las medidas antropométricas al
nacimiento y el retardo de crecimiento intrauterino utilizando el pescado
como indicador tanto de los nutrientes beneficiosos como de los
contaminantes, ha sido estudiada en tres cohortes de mujeres embarazadas y
sus bebés que estdn en marcha en la actualidad en Europa y en EEUU. La
cohorte ALSPAC en el sudoeste de Inglaterra (Rogers et al., 2004) encuentra un
efecto beneficioso sobre el crecimiento fetal en las mujeres con mayor
consumo de pescado con respecto a las de menor consumo, mientras que la
cohorte americana (proyecto VIVA) en Massachussets y la danesa (National
Danish Birth Cohort) encuentran un efecto negativo entre el mayor consumo
de pescado y el peso al nacimiento o un aumento en el riesgo de retardo del
crecimiento infrauterino (Oken et al., 2004;Halldorsson et al., 2007). Es
interesante constatar que la cohorte danesa estudia los efectos por tipo de

pescado (graso vs. magro) y encuentra los efectos adversos sélo en el caso de
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consumo de pescado graso. En una cohorte de mujeres embarazadas en la
Bretana francesa (cohorte PELAGIE) se ha descrito recientemente un efecto
negativo en las mujeres que tenian un elevado consumo de crustdceos de
gran tamano, siendo la primera cohorte que publica un efecto negativo del

marisco (Guldner et al., 2007).

Los resultados aparentemente inconsistentes de esas cohortes en poblaciones
con un moderado consumo de pescado subrayan la importancia de
incorporar el fipo de pescado consumido cuando se quiera evaluar la
asociacién entre consumo de pescado y crecimiento fetal, ya que
dependiendo del contenido en mercurio junto con ofros posibles
contaminantes  (bifenilos policlorados (PCB), dioxinas, polibromados
retardantes de llama, etc.) y del contenido en nutrientes, especialmente de
DHA, en un determinado tipo de pescado asi como de la frecuencia de
consumo del mismo se podrdn producir efectos beneficiosos, negativos o
simplemente no se enconfrardn efectos si se alcanza un equilibrio

riesgo/beneficio de ambos componentes.
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4. EXPOSICION PRENATAL A MERCURIO Y CRECIMIENTO FETAL

a. El mercurio

“Mercury (Hg), also called QUICKSILVER, chemical element, liquid metal of Group lib, or
the zinc group, of the periodic table. Mercury was known to the ancient Chinese and

Hindus, and has been found in an Egyptian tomb of about 1500 sc.”

(Encyclopcedia Britannica, 1998)

El mercurio es un metal pesado que forma parte de los compuestos tdxicos
persistentes, de gran ubicuidad y conocida neurotoxicidad sobre todo para el
cerebro en desarrollo. Conocido desde la antigiedad vy utilizado con fines
terapéuticos en China, Egipto, Grecia y Roma, los signos tdxicos de la
intoxicacién a mercurio ya fueron descritos en los esclavos que tfrabajaban en
las minas de Almadén (Ciudad Real) en la época de los romanos (23-79 ab)
(Sanfeliu et al., 2003;Health and Environment Alliance, 2007) siendo en el siglo
XVIII cuando se describe la intoxicacion a mercurio como enfermedad
profesional padecida por los trabajadores expuestos (Sanfeliu et al., 2003). En
la literatura también ha sido descrita la ufilizacidon del mercurio como veneno
en Hamlet, el principe de Dinamarca (Acto |, escena 5 (1600)) de Wiliam
Shakespeare y los signos neuroldgicos de intoxicacidén profesional en los
sombrereros, debida a la utilizacién de un derivado mercurial en el proceso de
limpieza de los sombreros de piel de castor, han sido graficamente descritos en
el personaje “del sombrerero loco™ por Lewis Carroll en Alicia en el pais de las

maravillas (capitulo 7 “A Mad Tea Party”).

El mercurio es el Unico metal que es liquido en su forma elemental
tfemperafura ambiente; se produce de forma natural en la corteza terrestre
aungue aproximadamente la mitad de las emisiones son de origen
antropogénico debidas principalmente a las centrales de produccién de
electricidad alimentadas con carbdn, residuos fésiles, la incineracién de
residuos, su utilizacidn en la produccién cloro dicali, y ofras actividades
industriales. Estd presente en termdmetros, bardmetros, baterias y equipos
eléctricos (termostatos), etc. En la tabla 2 se muestran los diferentes tipos de

mercurio (US Environmental Protection Agency, 2007;Houston, 2007).
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Tabla 2. Tipos de mercurio

MERCURIO PROCEDENCIA DONDE SE ENCUENTRA

1. Elemental o metdlico (Hg) Metal brillante plateado, liquido a
temperatura ambiente. Es el que se
descarga a la atmdsfera en los 7 B
procesos naturales (volcanes) Uso mistico (santeria)

Termometros, Esfingomandmetros
Amalgamas dentales

2. Inorgénico (Hg*?) El elemental combinado con ofros  cremas blanqueadoras de la piel
elementos produciendo las  sales

mercuriales. Antisépticos, desinfectantes y

) productos médicos diversos;
Polvo ) blanco o cristal excepto el fyngicidas (todos ellos prohibidos
cinabrio (forma en la que se extrae de  gctyalmente)

las minas) que es de color rojo que vira

f Medicinas tradicionales
al negro en contacto con el aire

3. Orgdnico
En combinacién con carbono
Metilmercurio (CHaHg+) Peces y mamiferos acudticos
Etilmercurio (CHsCHsHg+) Timerosal, conservante de algunas

vacunas

El mercurio que se emite a la atmédsfera se deposita en la superficie de la tierra,
al entrar en contacto con superficies acudticas se transforma en un tipo de
mercurio orgdnico, el metilmercurio, por accién de los microorganismos
(oacterias y hongos). De esta forma entra en la cadena alimentaria marina,
donde se produce un proceso de acumulacion y biomagnificacién en peces y
mamiferos marinos (figura 3) (US Environmental Protection Agency, 2007). El
metilmercurio es absorbido por los peces al comer organismos acudticos y
peces mds pequenos, desde el plankton hasta peces de diversos tamanos,
acumuldndose en el tejido muscular de los mismos (Dovydaitis, 2008). Los
grandes depredadores marinos, entre los que se encuenfran el pez espada y

en menor grado el atdn, constituyen el final de la cadena acudtica.
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Figura 3. Proceso de acumulacidén y biomagnificacién del metilmercurio en la cadena
alimentaria
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El metiimercurio del pescado se absorbe con facilidad a través del fracto
gastrointestinal después de ser ingerido y se convierte en un complejo al unirse
con la cisteina, por lo que es reconocido como un aminodcido esencial y, en
lugar de ser eliminado rdpidamente, es transportado a fravés de la placenta y
la barrera hemato-encefdlica (Dovydaitis, 2008). La toxicidad del metiimercurio
se ha relacionado con la inhibicion de los sistemas antioxidantes y la
produccién de radicales libres (National Research Council, 2000). El
metilmercurio es el compuesto mds neurotdxico de todos los compuestos
mercuriales, siendo el que en la actuadlidad representa un mayor riesgo
potencial de neurofoxicidad para el feto en desarrollo (World Health

Organization and United Nations Environment Programme, 2008).

b. Exposicion prenatal a mercurio

Desgraciadamente es la historia la que ha evidenciado la vulnerabilidad fetal
debido a varios episodios de envenenamientos masivos producidos durante el
siglo XX. Desde 1953 a 1968 se producen en la bahia de Minamata, Japdn,
vertidos de compuestos mercuriales inorgdnicos procedentes de la fabrica de
pldsticos Chisso Hiryo Company, con posterior metilaciéon de esos compuestos

a metilmercurio por los microorganismos presentes en el agua y su paso a la
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cadena alimentaria. Los primeros casos de la llamada enfermedad de
Minamata se declararon en 1956 y se relacionaron casi enseguida con el
consumo de pescado, siendo en 1960 cuando de identificd el metilmercurio
como el responsable de la enfermedad (Wilcox et al., 2008). Aunque los
adultos padecieron sinfomatologia neuroldgica, algunos de ellos de forma
severq, fueron los ninos nacidos de las madres infoxicadas los que presentaron
los trastornos neuroldgicos mds graves. En algunos casos presentaron
sinfomatologia neuroldgica grave incluso en ausencia de signos clinicos en las
propias madres, lo que demostrd por primera vez la especial vulnerabilidad
fetal por exposicidén prenatal debida a la transferencia placentaria del
metiimercurio (Davidson et al.,, 2006). En 1971 se lleva a cabo un estudio
epidemioldgico poblacional transversal para estudiar los efectos de
Minamata, cuyos resultados acaban de publicarse después de 35 anos de
retraso (Yorifuji et al., 2008;Wilcox et al., 2008). La llamada enfermedad de
Minamata mostré también un periodo de latencia de semanas a meses entre
la exposicion y la aparicidon de los sinftomas dependiendo del nivel y duracién
de la exposicion asi como la susceptibilidad individual en el desarrollo de la
enfermedad (Sanfeliu et al., 2003). En 1972 se produce ofro accidente en Irak
fras la ingesta de pan elaborado con grano contaminado por el metiimercurio
que habia sido utilizado como funguicida y no estaba destinado a consumo
humano. La exposicion durd varios meses y el estudio epidemiolégico permitid
caracterizar el brote asi como identificar un gradiente dosis respuesta entre
exposicién a metilmercurio y signos neuroldgicos (Sanfeliu et al., 2003;Yorifuji et
al., 2008).

Posteriormente a esos episodios, fres estudios epidemioldgicos prospectivos de
cohorte en comunidades con un alto consumo de pescado (Nueva Zelanda,
Oceania; Islas Faroe, Dinamarca, Atldntico Norte; Islas Seychelles, Océano
Indico) han evaluado el efecto sobre el neurodesarrollo de la exposicidon
prenatal a niveles de mercurio inferiores a los que se dieron de forma
accidental. En las Islas Faroe, a parte del pescado, se consumen derivados de
mamiferos marinos con gran contenido en metilmercurio y otfro tipo de
contaminantes como los PCB. En las Islas Seychelles, donde la contaminacion
principal del pescado es por mercurio, las mujeres, en el momento de

constitucion de la cohorte, consumian una media de pescado de dos veces al
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dia. Mientras que en las dos primeras comunidades, Nueva Zelanda vy las Islas
Faroe, se han descrito efectos adversos sobre el neurodesarrollo infantil (en la
dreas de atencion, memoria del lenguaje verbal, funcién espacial visual y
motora), efectos que se han mantenido a lo largo de los afos de seguimiento
de los ninos (Grandjean et al., 1997;Crump et al., 1998;Budtz-Jorgensen et al.,
2007), en la cohorte de Seychelles no se han encontrado hasta la actualidad
efectos adversos en los ninos de la cohorte (Myers and Davidson,
2000;Davidson et al., 2008). A pesar de la aparente discrepancia entre los
estudios, los resultados hallados en todos ellos encuentran pendientes de dosis-
respuesta inversas y similares aungque sin alcanzar la significacion (p-valores
>0.05) en las Islas Seychelles (Oken and Bellinger, 2008). En un andlisis
cuantitativo con los resultados de las fres cohortes, Cohen et al han estimado
gue una exposicién prenatal a metilmercurio suficiente para incrementar la
concentracién de mercurio de 1 ug/g en el pelo de la madre se asociaria a
una disminucién del coeficiente de inteligencia en unos 0,7 puntos (Cohen et
al., 2005).

Los resultados de estos tres estudios han servido de base a la Environmental
Protection Agency (US EPA) americana en el ano 2001 para establecer un nivel
de referencia para el metiimercurio (RfD). La RfD representa la dosis diaria de
exposicién a mercurio durante toda la vida de una persona para la cual no se
apreciaria un efecto deletéreo sobre la salud personal ni reproductiva vy
corresponderia a una ingesta diaria de metilmercurio de 0,1 uyg/Kg de peso
corporal. Esta dosis se deriva a partir de la concentracién de metiimercurio en
sangre de corddn correspondiente al limite inferior del intervalo de confianza
de la concentracion para la cual se ha encontrado un efecto adverso sobre el
desarrollo neuroconductual infantil (evaluado a partir de una prueba
neurolégica, el “Boston naming test”) en la cohorte de las Islas Faroe (nivel de
58 ug/L en sangre total en corddn), después de aplicarle un factor de
incertidumbre de 10 (debido a diferencias en toxicinética entre las personas).
Asi pues, el nivel de exposicidn de 5,8 ug/L en sangre de corddn es el nivel
propuesto que no conviene sobrepasar y cuyo equivalente si el mercurio se
mide en el pelo es de 1 ppm (Mahaffey, 2005;US Environmental Protection
Agency, 2007). Otras agencias han estimado también la dosis de riesgo y han

sido menos restrictivas. La "US Agency for Toxic Substances and Disease
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Registry” (ATSDR) ha estimado el nivel minimo de riesgo a una ingesta diaria de
meftiimercurio de 0,3 ug/Kg de peso corporal (Agency for Toxic Substances and
Disease Registry, 2007). Mds recientemente, la "Joint Expert Committee on
Food Additives and Contaminants (JECFA), comité dependiente de la OMS y la
FAO, ha estimado una dosis semanal tolerable provisional de metilmercurio de
1,6 ug/Kg de peso corporal (equivalente a 0,23 ug/Kg de peso corporal al dia)
(United Nations Environment Programme, 2007). Las diferencias entre los tres
organismos se deben principalmente a los factores de incertidumbre aplicados

para derivar las dosis de referencia (Oken and Bellinger, 2008).

En comunidades con un consumo de pescado mds bajo que en las tres
cohortes mencionadas, el pescado sigue siendo la principal via de exposicidon
no ocupacional a mercurio, existiendo una correlacion positiva entre la ingesta
de pescado y los niveles de mercurio en sangre (Hightower and Moore,
2003;Bjornberg et al., 2005). El consumo materno de pescado durante el
embarazo y su transporte al embrién/feto a través de la placenta es la fuente
principal de exposicidn a mercurio en épocas tempranas de la vida, existiendo
un paso preferencial a través de la placenta, lo que hace que se acumule en
el compartimento fetal y los niveles detectados en sangre fetal sean superiores
a los de sangre materna (Grandjean et al., 1997;Bjornberg et al.,
2003;Sakamoto et al., 2004;Unuvar et al., 2007;Sakamoto et al., 2008).

Se ha estimado la vida media del mercurio en unos 50 dias (20-70 dias)
(Sanfeliu et al., 2003), sin embargo en un estudio americano en grandes
consumidores de pescado por razones de dieta saludable, la reduccion de los
niveles de mercurio en sangre por debajo de los 5 ug/L sélo se consiguid
después de aproximadamente unas 41 semanas de reducir o eliminar la
ingesta de pescado de la dieta, lo que sugiere una acumulacion del
meftiimercurio en el organismo, sobre todo en poblaciones con ingestas
elevadas (Hightower and Moore, 2003). Un cierto grado de acumulacion
podria explicar el hecho de que la edad y el pais de origen han sido factores
asociados a la exposicidon durante la etapa prenatal en diversos estudios
(Bjerregaard and Hansen, 2000;Fok et al., 2007;Xue et al., 2007) (Lederman et

al., 2008), aunqgue diferencias en los sistemas de detoxificacién individuales
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pueden jugar también un papel en la acumulacién del metilmercurio (National
Research Council, 2000;Canuel et al., 2006).

En Espaia no se conocen los niveles poblacionales de mercurio en poblacién
general ni vulnerable debido a la ausencia de datos de biomonitorizacion, sin
embargo los estudios epidemiolégicos en los que se ha medido el mercurio en
cualquier zona geogrdfica de Espana asi como en cualquier fipo de
poblacion, embarazadas, ninos o adultos, encuentran siempre niveles
elevados respecto a ofras poblaciones europeas o respecto a la RfD
recomendada (Soria et al., 1992;Batista et al., 1996;Guallar et al., 2002;Montuori
et al., 2006). Recientemente en un estudio realizado con una muestra de 252
mujeres de varios paises del mundo realizada por el grupo “Health and
Environment Alliance” en el la que se midieron niveles de mercurio en pelo, las
9 muestras de pelo en mujeres espanolas presentaron claramente los niveles
mds altos con una media de 2,18 ppm (Health and Environment Alliance,
2007). A pesar de que el mar Mediterrdneo es conocido por ser rico en
depdsitos de cinabrio y sus peces por contener niveles de metilmercurio 3 a 4
veces superiores con respecto a las mismas especies en el Atldntico (Renzoni et
al., 1998;Evans et al., 2005), llama igualmente la atencién la falta tanto de
datos poblacionales de biomonitorizacién como epidemiolégicos de
exposicién y de efectos en la salud fetal e infantil en los paises de la cuenca
mediterrdnea (Ramon and Ballester, 2008) (anexo 1). Entre los estudios que
existen en el Mediterrdneo sobre niveles de exposicidon prenatal o en ninos, los
estudios llevados a cabo en Espana o Grecia dan niveles altos de exposicion
(Montuori et al., 2006;Gibicar et al., 2006), mientras que un estudio reciente en
Ankara, Turquia, describe niveles bajos de exposicidn prenatal en una

poblacién con bajo consumo de pescado (Unuvar et al., 2007).

Con el objetivo de limitar la ingesta diaria de mercurio por consumo de
productos pesqueros para que no sobrepase la dosis diaria mdxima
recomendada de 0,1 yg/Kg de peso al dia, se ha limitado el contenido de
mercurio en peces y mariscos utilizados con fines comerciales para consumo. El
Diario Oficial de la Unién Europea del (1881/2006) por el que se han regulado
en Espana dichos niveles establece un limite de 0,5 mg/Kg de peso fresco para

algunos productos de la pesca y carne de pescado y de 1,0 mg/Kg de peso
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fresco para algunos pescados entre los que se encuentran el pez espada y el
atin. Sin embargo el aporte de metilmercurio dependerd no sélo del tipo de
pescado y su contenido en mercurio sino de la frecuencia de consumo y del
tamano de la porcidn consumida (Domingo et al., 2007q). Incluso se ha
sugerido que la ingesta de una sola racién de pescado con gran contenido en
mercurio durante un periodo critico del embarazo, como el periodo
embrionario, puede poner a riesgo al feto en desarrollo (Koletzko et al,
2007;Herreros et al., 2008). La situacién local tendrd pues una gran importancia
a la hora de valorar una posible intervencidon para disminuir la exposiciéon

prenatal a mercurio.

c. Mercurio y crecimiento fetal

Hasta la actualidad no hay ningin estudio que haya mostrado un efecto
adverso del mercurio sobre el crecimiento fetal. Aunque un estudio en
Groenlandia sugiri® un menor peso al nacimiento a mayores niveles de
mercurio (Foldspang and Hansen, 1990), fue posteriormente desmentido tras
realizar un nuevo andlisis de los datos (Bjerregaard and Hansen, 2000). En 2001,
Grandjean et al lo estudian en las Islas Faroe, no encontrando ningun efecto
negativo a pesar de los elevados niveles de mercurio descritos en sus recién
nacidos (Grandjean et al.,, 2001). Recientemente en la cohorte formada
después del atentado de las torres gemelas el 21/09/01 en Nueva York, con
niveles de exposicién en sangre de corddn de 4,3 ug/L de mediana y el 32,1%
de los recién nacidos con niveles por encima de 5,8 ug/L, no se ha encontrado
ningun efecto del mercurio sobre el peso ni la talla al nacimiento (Lederman et
al., 2008).

El pescado, ademds de ser la principal fuente de ingesta de metiimercurio,
también lo es para los PCB, compuestos toxicos persistentes que se acumulan
en el tejido graso de los peces, que también se han asociado negativamente
con el crecimiento fetal (Fein et al., 1984;Patandin et al., 1998;Rylander et al.,
1998;Sagiv et al., 2007). La cohorte danesa complementa el anterior estudio de
la asociacidon negativa enfre el consumo de pescado graso durante el
embarazo y crecimiento fetal (Halldorsson et al., 2007), incorporando la

evaluacion de la exposicion prenatal a PCB plasmdaticos en una submuestra de
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100 mujeres, encontrando una relacién negativa entre los PCB, cuyos niveles se
correlacionan con la ingesta de pescado, el peso al nacimiento y el peso de
la placenta (Halldorsson et al., 2008). Mercurio y PCB, ingeridos ambos
principalmente por el consumo de pescado, podrian interaccionar
conjuntamente en su efecto potencial sobre el crecimiento fetal, hecho que
ha sido descrito en experimentacion animal en cuanto al neurodesarrollo
(Fischer et al., 2008).

El metilmercurio actia de una forma inversa a los omega 3 de cadena larga
sobre la produccidén de prostaciclinas y tromboxano, aumentando por lo tanto
la viscosidad sanguinea, la agregacién plaquetaria y disminuyendo el flujo
placentario (Houston, 2007) y ha sido relacionado con un incremento del
riesgo de parto pretérmino en un estudio (Xue et al., 2007). Por ofra parte, el
metilmercurio produce una inhibicidén de los sistemas antioxidantes y aumenta
la produccidn de de radicales libres, mecanismos que como hemos visto se
han relacionado también con efectos adversos sobre el crecimiento fetal.
Aunque no ha sido descrito un efecto negativo sobre el crecimiento fetal

existe una plausibilidad bioldgica a través de los mecanismos descritos.

d. Recomendaciones de consumo de pescado en poblacidn vulnerable

El pescado es considerado en general un alimento saludable,
recomenddndose su consumo al menos dos veces por semana (Mozaffarian
and Rimm, 2006). En la mujer embarazada se recomienda de una a dos veces
por semana para alcanzar una ingesta de DHA de al menos 200 mg/dia para
asegurar un aporte correcto al feto en desarrollo (Koletzko et al., 2007). Sin
embargo, como hemos ido viendo, el pescado es uno de los alimentos a
debate por su contenido en contaminantes, por lo que algunos paises han
desarrollado recomendaciones de consumo de pescado en mujeres en edad
de procrear, embarazadas y ninos, con el objetivo de proteger al feto y al nino
de un potencial efecto adverso del metilmercurio sobre el neurodesarrollo.
Sélo el metilmercurio, debido a su neurotoxicidad, es contemplado en dichas

recomendaciones.

La variabilidad de los diferentes tipos de pescado, tanto en nutrientes como en

contaminantes, hace que la eleccidn del tipo de pescado consumido por la
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poblacién vulnerable sea actualmente una de las medidas propuestas para
disminuir su exposicion a metiimercurio a corto plazo (Mahaffey et al., 2004),
aunqgue existe una gran incertidumbre sobre las repercusiones en salud de
tales medidas (Crepet et al., 2005;Gochfeld and Burger, 2005). La regulacion
del contenido de mercurio en los productos pesqueros de consumo no es und
medida suficiente para evitar la exposicion de grupos vulnerables a corto
plazo ya que, por ejemplo, el consumo de una vez a la semana de un
depredador como el pez espada, con gran contenido en mercurio, bastaria
para sobrepasar los limites tolerables por la FDA y la JECFA (Gochfeld and
Burger, 2005;Domingo et al., 2007q).

En Estados Unidos se establecieron por primera vez las recomendaciones para
grupos vulnerables en 2001 vy el folleto emitido en 2004 por la U.S. EPA sigue
estando vigente (US Environmental Protection Agency and Food and Drug
Administration, 2004) (anexo 2). Otros paises han adoptado este tipo de
medidas, Canadd (Health Canada, 2002), Gran Bretana (FSA, 2003), Irlanda
(FSAI, 2004), Australia y Nueva Zelanda (FSANZ, 2004). En Europa, la Agencia
Europea de Seguridad Alimentaria (AFSA) en 2004 emite un comunicado sobre
este tipo de recomendaciones para la Unidn Europea (European Food Safety
Authority, 2004), sin embargo la adopcién de estas medidas estd pendiente en
la mayoria de los paises miembros (Verger et al., 2007). En Francia por ejemplo,
las recomendaciones han sido colgadas en la web de la agencia alimentaria
francesa (AFSSA, 2002, 2004), sin que se les haya dado difusién entre los
profesionales sanitarios ni el publico en general (Verger et al., 2007). En Espana
la Agencia Espanola de Seguridad Alimentaria (AESA) emitid en 2004 dos
comunicados de prensa referentes a la directiva europea pero no ha tenido
continuidad ni se han emitido recomendaciones concretas al respecto para
personal sanitario ni el publico en general (Agencia Espanola de Seguridad
Alimentaria, 2004). Otros paises han emitido recomendaciones segun las
condiciones locales de pesca deportiva o comercial, como los paises del
Bdltico o la zona de los grandes lagos en USA (Bjornberg et al., 2003;US

Environmental Protection Agency and Food and Drug Administration, 2004).
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5. EL PROYECTO INFANCIA Y MEDIO AMBIENTE

En el ano 2003 se constituye una red temdtica colaborativa entre diversos
grupos de investigacidon epidemioldgica y bdsica con el fin de estudiar el
papel de diversos factores de contaminacidén medioambiental y de la
alimentacion en el crecimiento y desarrollo fetal e infantil. El proyecto INfancia
y Medio Ambiente (INMA) se configura como un estudio multicéntrico de
cohorte de base poblacional que se encuadra dentro de las prioridades de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y de la Unién Europea (estrategia
europea SCALE y VIl programa marco). INMA se compone de 7 cohortes, 3
existentes antes de la creacién de la red INMA (Flix-Ribera d'Ebre, Granada vy
Menorca) y 4 creadas de novo (Valencia, Sabadell, Asturias y Gipuzkoa). Los
objetivos generales planteados para el proyecto INMA (Ramon et al.,
2005;Ribas-Fito et al., 2006) (anexos 3y 4) son:

1. Compartir metodologias y conocimientos enfre los diferentes grupos que

estudian los efectos del medio ambiente y la dieta en la salud infantil.

2. Describir el nivel de contaminacién individual y la carga de exposicion

durante la gestacién y la primera infancia.

3. Describir los patrones de alimentacion y la ingesta individual de nutrientes

durante la gestacién y la primera infancia.

4, Evaluar los efectos de la exposicidn pre y postnatal a contaminantes y

nutrientes en el desarrollo fetal e infantil.

5. Evaluar la interaccién entre factores genéticos, nutricionales y téxicos en el

desarrollo fetal e infantil.

Las mujeres son reclutadas en el primer frimestre de gestacién, seguidas
durante el embarazo y se mantiene el seguimiento de sus ninos hasta los
cuatro anos. Los factores de exposicidn/susceptibilidad asi como los efectos
estudiados y los instrumentos utilizados para su medicién se muestran en la
tabla 3. La constitucion de varias cohortes de base poblacional en distintas
zonas geogrdficas del territorio espanol ha ofrecido la oportunidad de estudiar
con profundidad algunos factores prenatales que tienen influencia en el

desarrollo y la salud fetal e infantil. Este estudio es de gran relevancia ya que
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es el primero en Espana de cardcter multicéntrico utilizando una metodologia
comun, con un numero aproximado de 4000 ninos seguidos longitudinalmente
y disponiendo de mediciones ambientales asi como de mediciones de dosis

interna de los contaminantes mds prevalentes y de nutrientes relevantes.

Tabla 3. Exposiciones y efectos estudiados en INMA y los instrumentos utilizados para su

evaluacién
. EVALUACION DE LA
EXPOSICION/ SUSCEPTIBILIDAD EFECTOS 2
/ EXPOSICION Y EFECTOS
Contaminacién ambiental Pre-eclampsia Cuestionarios
Atmosférica Crecimiento pre y posnatal Determinaciones bioldgicas
Agua Desarrollo neuroconductual Mediciones ambientales
X Alergias/Asma/Infecciones Sistemas de informacién
Alimentos biental. sist d
- . Desarrollo endocrino y sexual ~ @mboiental, sistemas de
Condiciones Sociolaborales informacién geogréfica (SIG)
Factores sociodemogrdficos Exploraciones clinicas
Compuestos toxicos persistentes (dosis interna) Registros sanitarios

hospitalarios
Compuestos organoclorados

Metales (plomo, mercurio)

Dieta (alimentos, nutrientes)
Genética (polimorfismos)

Los datos de evaluacién nutricional asi como la evaluacién de la exposicidon
prenatal a mercurio en la cohorte de Valencia y el estudio de su relacién con
el crecimienfo fetal en las mujeres del estudio constituyen el frabajo de
investigacion que se presenta en esta tesis y han respondido a una parte de los
objetivos INMA.
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JUSTIFICACION

La identificacién de factores prenatales que influyen en el crecimiento y
desarrollo fetal es importante ya que permite actuar desde etapas tempranas
de la vida en la prevencién de trastornos prevalentes del crecimiento y del
desarrollo neuroconductual en la infancia e incluso en la prevencién de
patologia cardiovascular en la edad adulta. La mejor forma de estudiar los
determinantes prenatales es mediante estudios de cohorte en mujeres
embarazadas y el seguimiento de los ninos durantes anos; sin embargo en
Espana hay pocos estudios que aborden esta temdtica de una forma amplia,
concretamente no existe ningun estudio de este tipo en la Comunidad
Valenciana. El proyecto INMA ha permitido caracterizar la ingesta de frutas y
verduras durante el embarazo para las que existe una recomendacién de
ingesta diaria debido a la importancia de su consumo en la salud, aunque es
poco conocido su papel sobre el crecimiento fetal. Por otra parte, ha ofrecido
una oportunidad Unica de profundizar en algunos factores de exposicion
medioambiental, entre los que se encuentra la exposicidn prenatal a mercurio
y de estudiar su relacién con la ingesta de distintos tipos pescado al mismo
tiempo que ha permitido estudiar la relacion de ambos factores, mercurio y

pescado, sobre el crecimiento fetal.

El estudio de la ingesta de frutas y verduras durante el embarazo, en una
comunidad con gran variedad de las mismas asi como una gran
disponibilidad, es importante para evaluar si las mujeres estdn cumpliendo las
recomendaciones de consumo Yy si su consumo puede tener repercusion sobre
el crecimiento fetal. El hecho de que existan sélo dos estudios de estas
caracteristicas, uno en Dinamarca y otro en la India, le concede el valor

anadido de aportar datos a la escasa informacion existente.

La exposicidn crénica a mercurio, principalmente a través del consumo de
pescado, es reconocida como un riesgo potencial para el neurodesarrollo
fetal e infantil, por lo que es considerada una prioridad el minimizar su
exposicidon prenatal, lo que ha dado lugar en algunos paises a
recomendaciones sobre el consumo de pescado en mujeres gestantes. La
exposicién a mercurio en poblacién general espanola es desconocida ya que

no existen programas vigentes de biomonitorizacidon para este tdxico; sin
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embargo los pocos estudios epidemiolégicos disponibles en algunos grupos de
poblacién han revelado niveles de exposicidn elevados con respecto a niveles
de referencia o con respecto a otras poblaciones europeas, indistinfamente
de que el estudio esté basado en sujetos adultos, ninos o mujeres
embarazadas asi como de la localizacién geogrdfica. Es importante pues
evaluar el nivel de exposicion en embarazadas en distintas localizaciones

geogrdficas del estado Espanol.

Las recomendaciones de consumo de pescado se basan actualmente sélo en
el efecto sobre el neurodesarrollo de la exposicidn prenatal a mercurio, sin
tener en cuenta su efecto potencial sobre el crecimiento fetal; sin embargo un
crecimiento fetal subdptfimo se ha relacionado también con trastornos
posteriores del neurodesarrollo, siendo a la vez considerado un factor de riesgo
para la patologia cardiovascular del adulto, por lo que es relevante evaluar la
asociacién entre el consumo de distintos tipos de pescado asi como de la
exposicién prenatal a mercurio y el crecimiento fetal. Pocos estudios han
abordado el tema estudiando distintos tipos de pescado. A parte de la
importancia de estos hallazgos sobre la poblaciéon de estudio, en el dmbito
internacional, este estudio aporta datos de interés sobre el controvertido tema
del consumo de pescado durante el embarazo, ya que los estudios disponibles

en cohortes europeas y en una cohorte norteamericana son inconsistentes.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS GENERALES

1. Una ingesta adecuada de frutas y verduras durante el embarazo tiene un
efecto beneficioso sobre el crecimiento infrauterino por su aporte en dcido

félico, vitaminas antioxidantes y fitoquimicos.

2. Una ingesta adecuada de pescado con contenido bajo en mercurio
durante el embarazo tiene un efecto beneficioso sobre el crecimiento

intrauterino.

3. El consumo de pescado azul de gran tamano durante el embarazo se
asocia a la exposicién prenatal a mercurio debido a su contenido en este

metal.

4. Una exposicion prenatal a dosis elevadas de mercurio tiene un efecto

perjudicial sobre el crecimiento intrauterino.
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Objetivos

OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

1. Evaluar los efectos de la ingesta de frutas y verduras durante el embarazo

sobre el crecimiento intrauterino en la cohorte INMA Valencia, 2004-2006.

2. Determinar la exposicion prenatal a mercurio y la dosis interna de este toxico
en los recién nacidos y su relacién con el consumo de pescado durante el
embarazo, asi como evaluar el efecto de los distintos tipos de pescado y
del mercurio sobre el crecimiento intrauterino en la cohorte INMA Valencia,
2004-2006.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la asociacion de la ingesta de frutas y verduras durante el embarazo
con las medidas antropométricas al nacimiento (peso vy talla ajustados por
edad gestacional) y con el riesgo de pequeno para edad gestacional

(peso y talla <10° percentil).

2. Describir el nivel de exposicién prenatal a mercurio medido en sangre de
corddn y su asociacion con distintos tipos de pescado consumidos durante
el embarazo, teniendo en cuenta otras variables socio-demogrdficas y de

estilo de vida relacionadas con la exposicidn a mercurio.

3. Evaluar la asociacién de la ingesta de los distintos tipos de pescado durante
el tercer trimestre de embarazo con las medidas antropométricas al
nacimiento (peso y talla ajustados por edad gestacional) y con el riesgo de
pequeno para edad gestacional (peso y talla <10° percentil), controlando

por el efecto de la exposicién prenatal a mercurio.
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Metodologia y Resultados

METODOLOGIA Y RESULTADOS

La intuicion es el mejor instrumento de un cineasta; de cualquiera, por otra parte.
Es el pensamiento y la sensacion combinados.

David Lynch, cineasta

Entre febrero de 2004 y junio de 2005, se reclutaron 855 mujeres por el proyecto
INMA Valencia durante su primer trimestre de gestacion. En el proyecto piloto
llevado a cabo en octubre de 2003, se reclutaron 15 mujeres que han sido
incluidas en el estudio. La tasa de participaciéon de las mujeres fue del 54%.
Entre mayo de 2004 y febrero de 2006 se incluyeron en el estudio 787 recién
nacidos de las mujeres participantes. En la figura 5 se ve la evolucién de la
cohorte inicial y la disponibilidad de sangre de corddn en los recién nacidos
incluidos ya que por motivos logisticos sélo pudo recogerse aproximadamente
un 56% de la sangre de cordén. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
del Hospital la Fe donde se llevd a cabo el reclutamiento y el seguimiento de la

cohorte.

Figura 5. Esquema de la poblacion de estudio, cohorte INMA Valencia

MUERTE PERDIDAS

787 | 31 4 28 5

554 sangre cordén 68 Eventos

El drea de estudio corresponde a los departamentos de salud 5y é (actuales 6,
7) de la Comunidad Valenciana (figura 6), con una representacion urbana,
metropolitana, semi-urbana y rural. El drea 5 se compone de 34 municipios vy el

drea é de la ciudad de Valencia, en total comprende una poblacién de unos
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288.580 habitantes. La actividad econdmica de la zona estd constituida por
sectores de servicios, industria, construccién y agricultura (secano y regadio). El
65% de las embarazadas del drea de estudio redlizan el seguimiento de su

embarazo en el hospital publico de referencia.

Figura 6. Mapa de la zona de estudio. Distribucién de los nacimientos de la cohorte
INMA Valencia 2004-6
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Diseno: estudio de cohorte, las mujeres fueron seguidas desde el momento de
la inclusién (entre 10-13 semanas de gestacién) hasta el nacimiento de los
ninos. Se realizaron dos entrevistas personales con encuestador entrenado, la
primera en el momento de inclusion y la segunda en el tercer frimestre de la
gestacion (entre 28-32 semanas) donde se recogieron los factores socio-
demogrdficos, la dieta, los estilos de vida de las mujeres y la exposicion a
factores medioambientales. Se midié el mercurio en sangre de cordén de los
recién nacidos. Se recogid la antropometria al nacimiento, peso y talla en el
momento del parto, y la historia del parto de los registros hospitalarios. El
resumen de seguimiento realizado que se ha utilizado en el trabajo de esta

tesis se muestra en la tabla 4.
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Cuestionarios

Exploraciones

Marcadores biolégicos

Registro hospitalario

Tabla 4. Diseno del estudio

PRIMER TRIMESTRE DE

GESTACION
General. Factores  socio-
demogrdficos,  obstétricos,

clinicos y estilo de vida

Cuestionario de frecuencia
alimentos n° 1

TERCER TRIME§TRE DE
GESTACION
Estilos de vida (fabaquismo)

Historia y exposiciones
ambientales y laborales

Cuestionario de frecuencia
alimentos n° 2

Peso de la mujer durante dos

NACIMIENTO

Antropometria: peso
y talla

Sangre de cordén

Historia de parto

- frimestres

La evaluacién de la ingesta dietética se realizd mediante un cuestionario de
frecuencia de alimentos semicuantitativo, es decir, considerando porciones
estdndar, de tipo Harvard (Willett et al., 1985) adaptado y validado en
poblacién adulta de la Comunidad Valenciana (Vioque, 2006), aungue no ha
sido validado en la poblacion de estudio. El cuestionario consta de 100 items
entre comida y bebida, con 10 items de fruta, 12 de verduras y 11 de pescado.
Debido a que el mayor contenido de mercurio se da en los grandes
depredadores como el pez espada y el atin, comiunmente consumidos en
nuestra comunidad, éstos pescados fueron separados en un item para poder

evaluar su papel en la exposicion a mercurio (anexo 5).

La evaluacién de la exposicidon prenatal a mercurio se realizé mediante la
medicién de mercurio total en sangre total de corddn. La sangre se tomd en
un tubo EDTA, se mezcld por inversién (sin agitar) y se mantuvo a 4° hasta su
posterior separacién en alicuotas que se congelaron a -80° hasta el momento
de su andlisis. Andlisis de la muestra: 100 yl de la muestra de sangre se
depositan en una navecilla que se introduce en un tubo de combustion con
catalizador por el que circula una corriente de oxigeno. En estas condiciones,
el mercurio presente se transforma en mercurio metdlico voldtil que es
arrastrado por la corriente de gas a una amalgama fria en la que queda
afrapado y se concenfra. Un calentamiento posterior de la amalgama libera el
mercurio que es determinado por absorcidén atémica. Los andlisis se realizan
por triplicado (por duplicado cuando el famano de muestra no permite la

tercera réplica). Equipo empleado: AMA-254 (Altec / Leco).
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En el momento de nacer, las matronas de la sala de parto midieron a los ninos.
Se recogidé posteriormente el peso en gramos vy la talla en centimetros de los
registros hospitalarios, obtenidos de ficheros informdaticos del hospital. Para el
andlisis estadistico se utilizaron el peso y la talla en continuo estandarizados
para la edad gestacional por el método de los residuos y el peso y la talla
como variables dicotdmicas, considerdndose pequeifo para la edad
gestacional si el peso o la talla se encontraban por debajo del 10° percentil
segun las tablas por sexo y edad gestacional de Carrascosa (Carrascosa et al.,
2004).

Los factores socio-demogrdficos y las covariables que podrian estar
relacionadas con la ingesta dietética, la exposicidn a mercurio asi como con
la antropometria al nacimiento fueron recogidas mediante un cuestionario
administrado en el primer y tercer trimestre de la gestacién. Las variables
consideradas en los andlisis han sido las siguientes: edad de la madre, talla de
la madre y del padre, peso preconcepcional, indice de masa corporal
preconcepcional, ganancia de peso durante la gestacién, paridad, nivel de
educacién, situacion laboral en el primer trimestre de la gestacion, nivel
sociolaboral, pais de origen, cohabita con el padre del bebé, hdbito
tabdquico, consumo de alcohol y cafeina, zona de residencia, estacién del

ano en la fecha de la Ultima regla y sexo del nifo.

A continuacion se presentan los 3 articulos cientificos que constituyen el
frabajo de esta fesis. En la tabla 5 se presentan los publicaciones junto con el

objetivo principal de cada uno de ellas.

Tabla 5. Publicaciones que constituyen el trabajo de la tesis

AUTORES, TITULO, REVISTA OBJETIVO

1.RaménR, et al.

Vegetable but not fruit intake during pregnancy is Describir la ingesta de frutas y verduras durante el
associated with newborn anthropometric embarazo y evaluar su asociacion con las medidas

measures. J Nutr 2009; 139(3):561-567 antropométricas del recién nacido y el riesgo de
: ! : pequerio para edad gestacional de peso y talla.

2. Ramén R, et al.

Prenatal exposure to mercury in a prospective Evaluar la exposicién prenatal a mercurio y su
mother-infant cohort study in a Mediterranean relacién con el consumo de pescado durante
area, Valencia, Spain. Science of The Total el embarazo.

Environment 2008; 392:69-78.

3.RaménR, et al.

Fish consumption during pregnancy, prenatal Describir la ingesta de los distintos tipos de
mercury exposure, and anthropometric measures pescado durante el embarazo y evaluar su
at birth in a prospective mother-infant cohort asociacién con las medidas anfropométricas
study in Spain. American Journal of Clinical del recién nacido y el riesgo de pequeio
Nutrition. Submitted on 17 April, 2009. para edad gestacional de peso y ftalla,
tfeniendo en cuenta el efecto del mercurio.
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ARTICULO 1: Ramon R, Ballester F, Iniguez C, Rebagliato M, Murcia M,
Esplugues A, Marco A, Garcia de la Hera M, Vioque J. Vegetable but not fruit
infake during pregnancy is associated with newborn anthropometric measures.
J Nutr 2009; 139(3):561-567.
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Nutritional Epidemiology |\SN

Vegetable but Not Fruit Intake during
Pregnancy Is Associated with Newborn
Anthropometric Measures’?

Rosa Ramon,>* Ferran Ballester,>** Carmen Iiiguez,>* Marisa Rebagliato,>* Mario Murcia,>*
Ana Esplugues,®* Alfredo Marco,>® Manuela Garcia de la Hera,™ and Jests Vioque®®

3CIBER en Epidemiologia y Salud Pablica, 08003 Barcelona, Spain; *Escuela Valenciana de Estudios para la Salud, Conselleria de
Sanidad, 46017 Valencia, Spain; *Departamento de Salud Pablica, Universidad Miguel Hernandez, 03203 Elche-Alicante, Spain; and
“Hospital La Fe, 46009 Valencia, Spain

Abstract

We examined the relationship between consumption of fruit and vegetables during pregnancy and anthropometric
measures at birth in a general population mother-infant cohort in Valencia, Spain. A total of 787 infants born between May
2004 and February 2006 were included. Fruit and vegetable consumption during pregnancy was assessed by a FFQ
administered using an in-person interview. We used multiple linear regression to assess associations between fruit and
vegetable intake (in quintiles) and birth weight and length adjusted for sex and gestational age, and logistic regression to
assess being small for gestational age (SGA) in weight and SGA in length, defined as adjusted birth weight or length below
the 10th percentile. A linear relationship was found between vegetable consumption and having a SGA (weight) and SGA
(length) baby. Women in the lowest quintile of vegetable intake during the first trimester had a higher odds of having a SGA
(weight) baby than women in the highest quintile [odds ratio (OR), 3.7; 95% Cl: 1.5-8.9; P-trend < 0.001] and had a higher
odds of having an SGA (length) baby in the third trimester (OR, 5.5; 95% CI: 1.7-17.7; P-trend = 0.04) in multivariate
analysis. We found a nonmonotonic relationship between adjusted birth weight and length and vegetable consumption
during the first trimester; newborns in the 2 lowest quintiles of intake had a significantly lower weight and length than those in
the 4th quintile. There was no association between fruit consumption and birth outcomes. Our findings indicate that
vegetable consumption throughout pregnancy may have a beneficial effect on fetal growth. J. Nutr. 139: 561-567, 2009.

Ea) )

Introduction

In recent years, a large body of evidence has accumulated
regarding the role of the mother’s diet during pregnancy in
different birth outcomes such as birth defects, gestational length,
and fetal growth (1-3). Suboptimal fetal growth has been asso-
ciated with poor cognitive and neurological development (4-6),
as well as with the risk of chronic diseases later in life (7).
Nutritional factors during pregnancy have also been related to
health in later stages of life such as infancy and adulthood (8),
thus emphasizing the importance of pregnant women’s diet in
ensuring fetal development and maternal health as well as
in reducing infant disorders and the risk of chronic diseases in
adults (9).

" Supported by the Instituto de Salud Carlos IIl (Red INMA G03/176), Ministerio
Sanidad y Consumo (FIS 03/1615, FIS 04/1112, FIS 04/1509, FIS 05/1052,
FIS 05/1133, FIS 06/1213, FIS 07/0314), Ministerio Educacién y Ciencia
(SAF2002-03508).

2 Author disclosures: R. Ramon, F. Ballester, C. Ihiguez, M. Rebagliato, M.
Murcia, A. Esplugues, A. Marco, M. Garcia de la Hera, and J. Vioque, no conflicts
of interest.

* To whom correspondence should be addressed. E-mail: ballester_fer@gva.es.

0022-3166/08 $8.00 © 2009 American Society for Nutrition.

One of the relevant nutritional factors during pregnancy is
the intake of specific micronutrients such as folate, vitamin C,
and carotenoids. These are plentiful in fruit and vegetables and
have been associated with increased birth size within the full
birth weight and birth length range in developed countries,
where undernutrition is uncommon (10,11). Focusing on con-
sumption of fruit and vegetables instead of the known specific
micronutrients provided by them will enable other possible
bioactive constituents of plants, such as phytochemicals, to
be considered and will be valuable for nutritional counseling
purposes. To our knowledge, only 2 studies, in very different
populations of pregnant women, one from a rural area in India
and the other in the general population in Denmark, have
assessed the association of the intake of fruit and vegetables as a
food group with birth size (12,13). Both studies found a small
significant increase in birth weight with higher consumption of
fruit and vegetables after adjustment for covariates.

In this study, our aim was to assess the association between
fruit and vegetable consumption during pregnancy and anthro-
pometric measures at birth in a general population mother-
infant cohort in Valencia, Spain. We hypothesized that increased
intake of fruit and vegetables would promote fetal growth.

Manuscript received July 7, 2008. Initial review completed August 16, 2008. Revision accepted December 21, 2008. 561

First published online January 21, 2009; doi:10.3945/jn.108.095596.
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Materials and Methods

Population and study design. As part of a multicentre project
[Infancia y Medio Ambiente (INMA)]” that aims to study the role of diet
and environmental factors in fetal and infant health and development in
different geographical areas of Spain, we set up a population-based birth
cohort in a geographically defined area of the Valencian Community.
Details about the research protocol have been published elsewhere (14).

Briefly, women from the study area who attended the first trimester
prenatal population-based screening program for congenital malforma-
tions at the reference hospital (Hospital La Fe de Valencia) were eligible
if they fulfilled the inclusion criteria (at least 16 y old, singleton preg-
nancy, inclusion visit at 10-13 wk, no assisted conception, no chronic
hypertension, delivery foreseen at the reference hospital, and no com-
munication handicap). From February 2004 to June 2005, 840 of
the 1563 eligible women were included in the study after they signed the
informed consent form (participation rate 54%). Fifteen women were
recruited in October 2003 when a pilot study was conducted and they
are also included in the analysis. Between inclusion in the study and
delivery, 31 women had an abortion, 4 had a fetal death, 28 withdrew,
and § were lost to follow up, leaving 787 pregnant women who delivered
a live infant for the final analysis. Deliveries took place between May
2004 and February 2006. The Hospital La Fe Ethics Committee
approved the research protocol.

Assessment of fruit and vegetable intake. A semiquantitative FFQ
was used to assess the usual dietary intake of 100 food items and
beverages during the first and third trimesters. Participants were asked to
report the frequency of consumption of 10 fruit items (oranges; orange
juice; bananas; apples or pears; peaches, nectarines, or apricots; water-
melon or melon; grapes; prunes or plums; kiwis; and olives) and 12
vegetable items (spinach; cabbage, cauliflower or broccoli; lettuce or
endive; tomatoes; onions; carrots or squash; green beans; eggplant,
zucchini, or cucumber; green, red, or yellow peppers; artichokes;
asparagus; and garlic) during 2 different periods: the first trimester
(10-13 wk) and third trimester (28-32 wk). The first FFQ collected
information on average consumption of each item since the last menstrual
period (LMP) and was given at 10-13 wk in 91.7% of the cases; the
second FFQ was given at 28-32 wk in 84% of the cases and collected
information on consumption during the period that had elapsed since the
first FFQ was administered.

The 100-item FFQ is an expanded version of a previous 93-item FFQ
similar to the Harvard questionnaire (15), which we validated and developed
for an adult Spanish population in Valencia with a high proportion of
women (16,17). Although the 100-item FFQ has not been validated in the
pregnant women in our study, the validity and reproducibility of the 93-
item FFQ was satisfactory when comparing the FFQ with 4 1-wk dietary
records. The mean correlation coefficients for 1-y validity and repro-
ducibility of nutrient intakes were 0.47 and 0.40, respectively (18).

Participants in our study were asked how often, on average, they had
consumed each food item during the relevant study period. Standard
units or serving sizes were specified for each food item in the FFQ. The
questionnaire had 9 possible responses, ranging from “never or less than
once per month” to “six or more times per day.” The response for each
food item was converted into average daily intake for each individual
participant. The average daily intakes for each fruit and vegetable were
added to give the total fruit and vegetable intake. Total energy intake was
calculated from macronutrient and alcohol values, primarily obtained
from food composition tables of the USDA (19). Caffeine (mg/d) and
alcohol (g/d) intakes were assessed in the FFQ with specific items for
coffee, nonalcoholic beverages, and other foods containing caffeine,
wine, beer, and liquors, together with standard portions for all the items.

Birth data ascertainment. Information on anthropometric measures
at birth was obtained from the hospital delivery logs and medical records.

7 Abbreviations used: BWGA, birth weight adjusted for gestational age and sex;
BLGA, birth length adjusted for gestational age and sex; INMA, Infancia y Medio
Ambiente; LMP, last menstrual period; LRT, likelihood ratio test; OR, odds ratio;
SGA, small for gestational age.
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Birth weight was measured by the midwife that attended the birth, whereas
birth length was measured by a nurse when the newborn arrived in the
hospital ward during the first 12 h. Gestational age was established on the
basis of the date of the LMP self-reported by the mothers. An early
ultrasound of the crown-rump length was also available and used for
gestational dating when the difference from the LMP was =7 d. In 12.5%
of the women, gestational age was estimated by ultrasound measurement.

Outcome variables were standardized birth weight (in g) and birth
length (in cm) and small weight or length for gestational age. Birth weight
and length were standardized for sex and gestational age (BWGA and
BLGA) using the residual method. We defined small weight or length for
gestational age (SGA) as a BWGA or BLGA below the 10th percentile
based on growth reference charts standardized for both sex and
gestational age for the Spanish population (20). Neither SGA (weight)
nor SGA (length) could be defined for 1 newborn, because she was born
very preterm and there was no value for her gestational age (23 wk) on
the percentile charts.

Other covariates and confounding factors. Potential confounding
factors were selected from previously reported determinants of fetal
growth in the biomedical literature. Information on sociodemographic
and other potential confounding factors was collected during an interview
at entry into the study and at the 3rd trimester using a structured
questionnaire. BMI was calculated by dividing the self-reported weight
before pregnancy in kg by the square of the height in meters. Total
gestational weight gain was calculated as the product of gestational length
in weeks and weekly maternal weight gain. The latter was previously
adjusted for the last available gestational age to avoid the nonlinearity of
weight gain during pregnancy. Both BMI and weight gain were further
classified following the Institute of Medicine guidelines (21). Active
prenatal smoking was defined as smoking at least 1 cigarette per day
during 3rd trimester. Socioeconomic status was defined in 3 occupational
categories according to current or most recent occupation, and for
12 women who were always housewives, according to the husband’s
occupation using a widely used Spanish adaptation of the British classifi-
cation system (22). Social class I included managerial and senior technical
staff and freelance professionals; class I included intermediate occupa-
tions and managers in commerce; class III included skilled nonmanual
workers; class IV included skilled and partly skilled manual workers;
and class V included unskilled manual workers. We used 3 categories
(I+1L, IIL, IV+V) in our analysis.

Statistical analysis. We performed bivariate analysis to determine
parental and infant characteristics associated with birth outcomes.
Results are expressed as percentages or means * SD in the text and
tables for descriptive purposes. Unpaired Student’s # tests and 1-factor
ANOVA were used to compare the means of continuous variables and y*
tests for categorical variables. Spearman correlation was used to estimate
the correlation of fruit and vegetable intake between the 1st and 3rd
trimesters. For continuous variables, we also checked for the shape of the
relationship using graphical smoothing techniques (loess) (23). Height of
both parents showed a linear relationship and was therefore included as a
continuous variable in the models. The rest of the continuous variables
were categorized to account for nonlinear associations. The loess fit
for our explanatory variables, i.e. fruit and vegetable intake, gave a
nonmonotonic shape for their relationship with anthropometric mea-
sures, especially in the case of fruit intake. Therefore, we examined the
associations between birth outcomes and dietary exposure variables using
quintiles of fruit and vegetable intake. Multiple linear regression was
used to estimate the independent associations between continuous birth
outcomes (BWGA and BLGA) and quintiles of fruit/vegetable intake
adjusting for covariates. We included the fruit and vegetable variables
in quintiles together with all the potential confounding factors in the
same model. We then checked the change in R? for each covariate or
confounding factor manually and retained it if it was related to the
outcome (P < 0.20). We included maternal age and energy intake in
quintiles in all models irrespective of their significance; we included
energy intake in the models due to the correlation between food intake
and energy intake (24). We also performed a sensitivity analysis using
the fruit and vegetable intake variables adjusted for energy intake (24).
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For continuous outcome variables, when comparing differences among
quintiles, using a different category reference than the one presented in the
tables, results are expressed as means = SEM in the text. For dichotomous
birth outcomes (SGA), we used logistic regression analysis following
the same strategy as for continuous data, using the likelihood ratio test
(LRT) for exclusion or inclusion of covariates. P < 0.05 for the estimate of
the effect was considered significant.

It has been reported that the association of fruit and vegetable intake
during pregnancy with anthropometric measures at birth are stronger
among lean women (12,13). It has also been reported that pregnant
women who smoke may have lower plasma levels of antioxidant vitamins
than do nonsmokers (25). Therefore, we investigated the possibility of
effect modification with respect to prepregnancy weight and smoking

status. The interaction terms were not significant for either prepregnancy
weight or for smoking (P > 0.05).

We performed bivariate and multiple linear regression using the SPSS
statistical software package, version 15 for Windows and logistic re-
gression using the STATA version 9 statistical software package (Stata).

Results

Mean maternal age was 30 y and ranged from 16 to 43 y. Fifty-
five percent were primiparous. Approximately 11% of the
women were from abroad. A large proportion of women (23%)
smoked during pregnancy (Table 1). Furthermore, 67% of the

TABLE 1 Characteristics associated with birth outcomes among 787 pregnant women from
INMA-Valencia cohort, 2004-2006"

Characteristics % Birth weight SGA for weight Birth length? SGA for length
Maternal age, y g cm

<25 n 3237 + 415* 10.6 502 = 1.6 71

25-29 35 3301 + 416 1.6 505+ 19 6.2

30-34 38 3329 + 442 136 506 = 2.0 6.3

=35 16 3424 + 436 6.4 507 = 1.7 24
Prepregnancy weight, kg

<50 7 3077 + 393* 259 499 * 2.1* 12.0%

50-59 40 3264 + 383 18 503 + 1.7 71

60-69 30 3395 + 416 8.1 508 = 1.9 30

70-79 13 3423 + 480 94 509 = 1.9 28

=80 9 3409 + 520 122 507 = 1.9 54
Gestational weight gam,3 %

Under 24 3234 + 441% 18.0% 50.3 + 2.0% 95

Within 36 3319 + 390 94 505+ 1.8 42

Over 38 3381 + 457 96 507 = 1.8 5.0
Parity, %

0 55 3253 + 422* 14.7* 504 + 1.8* 6.7

=1 45 3412 + 428 74 507 = 1.9 45
Socioeconomic status, %

I+ 16 3406 + 409" 98 50,7047 49

1} 24 3275 = 427 13 504 =18 70

V+V 61 3322 + 437 1.9 506 = 1.9 55
Country of origin, %

Spain 88 3311 + 431% 121 505+ 1.9 5.8

Latin American 8 3496 * 396 33 510+ 18 6.7

Europe 3 3233 + 435 148 503 = 1.7 37

Others 3 3192 + 464 182 505+ 19 00
Smoking during pregnancy, %

No 76 3369 + 423* 97" 50.7 = 1.8* 43*

Yes 23 3173 £ 431 179 499 + 19 10.6
Infant sex, %

Boys 53 3392 + 446" 12.0 509 = 1.9* 53

Girls 47 3248 *+ 402 10.8 50.1 = 1.7 6.2
First trimester alcohol intake, g/d

0 69 3324 + 433 10.5% 505 = 18 55

0to <1 20 3362 + 432 96 506 = 1.8 71

=1 10 3257 + 416 210 505 = 18 49
First trimester caffeine intake, mg/d

0to =100 72 3330 + 413 108 506 = 1.8 53

>100 to <200 20 3331 + 452 123 506 + 2.0 77

=200 7 3254 + 532 153 50.1 = 1.7 5.1
Maternal height, cm 11.01 * 2.39* 0.96* 0.04 = 0.01" 0.94*
Paternal height, cm 7.04 + 2.39* 097 0.02 = 0.01* 0.96*

" Values are means + SD or % and for parental height B coefficients = SEM or OR. *P < 0.05 (ANOVA test or chi-square test for

continuous or categorical characteristics, respectively).
2 Birth weight and length adjusted for sex and gestational age.
2 Categories according to 1990 Institute of Medicine guidelines (21).
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mothers had completed secondary education and, at the end of
the first trimester of gestation, 62% were employed. Prepreg-
nancy BMI was between 19.8 and 26.0 in 61% of the mothers
and 24% of them were overweight or obese. The majority of
women lived in metropolitan or semiurban areas (49 and 36 %,
respectively).

The birth weight for the study population was 3227 = 527 g
and birth length was 50.1 = 2.5 cm. Overall, 11.5% of the
newborns were SGA (weight) and 5.7% SGA (length). For
bivariate analysis (Table 1), older mothers, mothers who had a
prepregnancy weight between 60 and 79 kg, those who were
taller, and those who were of Latin American origin had infants
with a higher BWGA and a lower proportion of SGA (weight). A
similar relationship existed in the case of taller fathers. Primip-
arous mothers with weight gain under the recommendations,
those who smoked, and those who consumed = 1 g/d of alcohol
during the first trimester had infants with a lower mean birth
weight and a higher proportion of SGA (weight). Type of
residence was not associated with infant birth weight, but women
from rural settings had a lower proportion of SGA (weight)
infants. Similar associations were found for length, BLGA, and
SGA (length) infants, except that there were no differences by
country of origin or consumption of alcohol during the first
trimester.

The daily intake of fruit and vegetables in this study popu-
lation was 293.0 = 216.1 and 213.3 * 121.0 g/d, respectively.
The correlation between the first and third trimesters of fruit and
vegetable intake was 0.43 and 0.55, respectively (Spearman
correlation; P < 0.01; 2-sided) among participants who answered
both FFQ (n = 775). Mean intake of vegetables did not differ in
the 2 trimesters (mean 2.0 + 4.4 g, P = 0.65), whereas there wasa
difference of —25.5 = 8.9 g (P < 0.001) between first and third
trimester fruit intake.

The daily intake and range per quintile of fruit and vegetable
consumption during the first trimester according to birth
outcomes is shown (Table 2). For bivariate analysis, increasing
consumption of vegetables was associated with higher BWGA
and BLGA, although mean weight and length in the highest
quintile were somewhat lower than in the 4th quintile. There
was a lower proportion of SGA (weight) infants per category

increment. In the case of birth length, the highest proportion of
SGA (length) was in the first quintile of vegetable consumption,
whereas the smallest was in the third. There was no clear pattern
with regard to increasing fruit consumption and birth weight,
length, or SGA (weight), although the highest proportion of SGA
(length) was in the lowest quintile.

During the first trimester, younger women were in the lower
categories of fruit and vegetable consumption. A smaller pro-
portion of mothers from rural settings were in the lowest quintile
of vegetable consumption (data not shown).

In the adjusted analysis, a nonmonotonic relationship was
observed between vegetable consumption during the first trimes-
ter and BWGA (Table 3). None of the categories significantly
differed with respect to the highest quintile, but there were
differences with the 4th. Newborns of mothers in the firstand 2nd
quintiles of vegetable consumption weighed 118.3 = 47.2 g (P =
0.01) and 133.2 = 45.8 g (P < 0.01), respectively, less than
newborns of mothers in the 4th quintile. Fruit consumption had
no clear pattern and was only marginally significant (P = 0.08).
For the third trimester we found a similar association, with only
the newborns of mothers in the first quintile of vegetable
consumption weighing 122.2 + 47.1 g (P = 0.10) less than
newborns of mothers in the 4th quintile. Additionally, we
explored the association using fruit and vegetable variables
adjusted for energy intake (data not shown). Newborns of
mothers in the first (148.2 + 46.6 g) and 2nd (132.5 * 45.1 g)
quintiles of vegetable consumption weighed less (P < 0.01) than
newborns of mothers in the 4th quintile. Concerning BLGA, we
found a similar pattern to that found for weight, with the first and
2nd quintiles of vegetable intake differing from the 4th quintile,
although the difference was only marginally significant (LRT
P = 0.05 for both trimesters) (Table 3).

After adjustment for covariates and with vegetable and fruit
intake in the same model, women in the 1st and 2nd quintiles of
vegetable consumption had a significantly higher odds of having
an SGA (weight) baby than women in the highest quintile
[adjusted odds ratio (OR) 3.7, 95% CI: 1.5-8.9; and 3.0, 95%
CI: 1.2-7.0, respectively) with a linear relationship (P-trend <
0.001) (Table 4). Fruit consumption was not associated with
SGA infants. In the third trimester of pregnancy, only women in

TABLE 2 Birth outcomes according to fruit and vegetable consumption during first trimester of
gestation (bivariate analysis) in pregnant women from INMA-Valencia cohort, 2004-2006"

Daily SGA for SGA for
Quintiles intake Range n Birth weight? weight Birth length? length
Vegetable g/d g % cm %
Q1 728 00-1140 156 3230 + 438 186 502 =19 103
Q2 1430 1145-170.0 157 3279 + 435 141 504 =20 71
03 1979 170.2—2243 156 3314 + 408 96 50.7 = 16 19
04 258.3 2244-299.4 157 3423 + 425 76 508 + 1.8 45
Q5 3947 299.4-948.8 156 3377 + 426 71 506 = 1.7 5.1
P <0.001 001 001 0.02
Fruit
o)) 85.0 34-1379 156 3236 + 401 154 502 =18 96
Q2 1733 137.9-209.3 157 3355 + 438 89 507 =18 45
03 2447 2104-2787 156 3288 + 433 135 504 =19 65
04 3384 279.4-4186 157 3401 + 424 6.4 507 =18 5.1
Q5 6224 4215—2456.9 156 3344 + 444 12.8 506 = 1.7 32
P 0.01 0.07 0.12 0.16

" Values are means = SD or percentages. Pvalues from ANOVA or chi-square test for continuous or categorical characteristics,

respectively
2 Birth weight and birth length adjusted for gestational age and sex.
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TABLE 3 Associations between consumption of fruit and TABLE 4 Associations between consumption of fruit and
vegetables by pregnant women and continous birth vegetables by pregnant women and dichotomous
outcomes: multivariate analysis from birth outcomes: multivariate analysis from
INMA-Valencia cohort, 2004-2006" INMA-Valencia cohort, 2004-2006"

Quintiles n A Birth weight?® n A Birth length®* SGA for birth SGA for birth

Quintiles n weight? n length®

First trimester dietary data B 95% Cl B 95% CI

Vegetable First trimester dietary data OR 95% CI OR 95% Cl
a1 154 —555 —1503-393 154 —0.1 —06-03 Vegetable
Q2 153 —705 —1620-21.1 153 —0.1 —06-03 o)) 152 37 15-89 152 16 06-45
03 155 —27.2 —1183-640 155 02 —02-06 Q2 153 30 12-70 152 19 07-53
04 152 628 —269-1524 154 04 00-08 a3 155 17 07-43 155 03 01-13
Q5 148 Referent 150 Referent 04 152 10 04-27 152 08 02-23
P 0.04 0.05 Q5 148 1 148 1
Fruit P <0.001 0.03
Q1 155 —572 —1503-359 155 —03 —07-01 Fruit
Q2 152 535 —37.6-—1447 151 02 —02-06 o)) 153 1.0 05-22 153 26 08-8.1
03 154 —260 —1162-642 155 —0.1 —05-03 2 152 05 02-12 151 12 03-44
Q04 151 458  —437-1354 154 00 —04-04 03 154 12 06-25 154 20 06—6.6
Q5 150 Referent 151 Referent Q4 151 05 02-11 151 18 05-6.5
P 0.08 0.15 Q5 150 1 150 1
3rd trimester dietary data P 0.08 041
Vegetable Third trimester dietary data
1 156 —743 —1705-219 156 —-03 —07-01 Vegetable
Q2 152 16 —91.7-948 153 00 —04-04 [0} 152 2.1 10-47 155 55 17-177
03 155 341 —57.3-1254 153 03 —-01-07 a2 153 13 06-28 151 19 06—-6.5
4 151 479 —429-1387 151 02 —02-06 03 155 0.6 02-14 154 14 0.4-51
Q5 153 Referent 153 Referent 04 152 0.7 03-16 151 18 06-6.1
P 0.09 0.05 Q5 148 1 153 1
Fruit P 0.01 0.02
Q1 156 —32 —101.3-950 156 02 —-03-06 Fruit
Q2 155 47 —893-986 155 00 —04-04 [0} 153 05 02-11 156 03 01-1.0
Q3 154 223 —695-1141 153 03 —-01-0 Q2 152 08 04-18 155 09 03-25
4 152 360 —564-1284 151 —0.1 —05-03 03 154 08 04-17 154 05 02-15
Q5 150 Referent 151 Referent 04 151 07 03-15 150 08 03-24
P 0.0 0.85 Q5 150 1 149 1
P 0.44 0.20

" Values are B coefficients and 95% CI. P from change in A2

2 Birth weight and birth length adjusted for gestational age and sex.

2 Adjusted for energy intake (in quintiles), maternal age, maternal prepregnancy weight,
maternal height, paternal height, weight gain, parity, smoking during pregnancy, caffeine
intake during the 3rd trimester, working at first trimester, country of origin, and sex of the
infant.

“ Adjusted for energy intake (in quintiles), maternal age and height, paternal height,
weight gain, parity, smoking during pregnancy, caffeine intake during first trimester,
working during first trimester, socioeconomic status, and sex of the infant.

the 1st quintile of vegetable consumption had higher odds of
having an SGA (weight) infant than women in the 5th quintile
(adjusted OR 2.1; 95% CI: 1.0-4.7) (Table 4). Additionally, we
modeled the association using fruit and vegetable variables
adjusted for energy intake (data not shown). An increased risk
for the first quintile of vegetable intake [(adjusted OR 3.1; 95%
CL: 1.4, 6.9); P = 0.01] and a marginally increased risk for the
second quintile [(adjusted OR 1.9; 95% CI: 0.8, 4.2); P = 0.12]
were also found for vegetable intake during the first trimester
with respect to SGA (weight) infants (P-trend < 0.001).

SGA (length) infants and maternal vegetable consumption
(Table 4) were linearly associated and of higher magnitude for
vegetable intake during the third trimester than during the first,
with women in the first quintile having a higher odds of having
an SGA (length) infant than women in the highest quintile
[(adjusted OR 5.5; 95% CI: 1.7-17.7), P = 0.01] (P-trend <
0.01). When vegetable intake was adjusted for energy intake, the
magnitude of the association was lower, with only the first

" Values are adjusted OR and 95% CI. P from LRT.

2 Adjusted for energy intake (in quintiles), maternal age, maternal prepregnancy
weight, maternal height, weight gain, parity, smoking during pregnancy, alcohol
consumption during first trimester, caffeine consumption during the 3rd trimester,
working at first trimester, country of origin, and residence.

2 Adjusted for energy intake (in quintiles), maternal age, maternal prepregnancy weight,
maternal and paternal height, weight gain, education, smoking during pregnancy, and
season at LMP.

quintile showing a difference in odds from the fifth
quintile [(adjusted OR 2.7; 95% CI 1.0-7.6), P = 0.05]
(P-trend = 0.04).

Discussion

In this cohort study of pregnant women in Spain, lower intake of
vegetables was associated with an increased risk of having an
SGA (weight and length) baby. This risk increase occurred
mainly in vegetable intake during the first trimester for weight
and during the third trimester for length. Moreover, lower intake
of vegetables was associated with decreased BWGA and BLGA.
Fruit intake was not associated with either risk of SGA or with
BWGA and BLGA.

Fruit and vegetable consumption was previously found to be
positively associated with birth weight in 2 cohorts of pregnant
women, one from India and another from Denmark (12,13). The
2 studies showed a small, but consistent and significant,
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increment in birth weight of ~6 g per category increment in
consumption of green leafy vegetables, after adjustment for
covariates, in the Danish study for consumption in quintiles and
of 19 g for 3 categories of consumption in the Indian study. The
association for fruit was stronger in the Danish study, with a
significant increase in birth weight of 10.7 g per quintile. How-
ever, in our study we found no association with fruit intake,
but an association of vegetable intake with BWGA and BLGA.
There was a 63-g difference in birth weight and 0.37 ¢cm in birth
length in women in the 4th quintile with respect to the 2 lowest
quintiles of consumption. Birth length was only reported in the
Indian study, which did not find a significant effect (12). We
cannot compare our results with the above mentioned studies,
with respect to the risk of having a baby SGA, as they did not
report the effects on SGA outcomes. Taken together, our findings
suggest that low vegetable consumption may affect the lower tail
of the birth weight and length distribution rather than the whole
distribution, although we also observed some effect on the whole
distribution. Although we could not analyze our data by specific
food groups, green leafy vegetables (lettuce or endive, spinach,
artichokes) represented almost one-third (27.6%) of the total
vegetable consumption in our study population, whereas crucif-
erous vegetables (cauliflower or broccoli) represented 3.6% and
other kinds of vegetables represented 68.6%.

An association between intake of folate, as well as of
antioxidants, supplied by fruit and vegetables, and birth out-
comes has been reported. In a cohort of pregnant women in
Boston (11), no relationship was found between folate or vitamin
C intake and birth size, whereas a study in the UK (10) found an
increase in birth weight, with a 100-g difference between the
lowest and highest tertiles of vitamin C intake, although this
difference was reduced after adjustment for other covariates and
was considered negligible by the authors. Additionally, some
studies have investigated the association between micronutrient
status and birth size. For example, a study in Korea reported an
increase in birth weight and length with increasing serum
concentrations of vitamin C (26). Nevertheless, 2 other studies
did not find a significant effect when investigating circulating
concentrations of folate or carotenoids (27,28). The apparent
lack of association between intake or circulating concentrations
of folate or antioxidants and birth size in some studies could be
explained by the fact that other unmeasured bioconstituents
present in fruit and vegetables could be responsible for their
potential benefit. This has been suggested by some studies using
fruit and vegetable intake as well as circulating concentrations,
which found a benefit of fruit or vegetable intake that persisted
even after adjustment for some related biomarkers (12,29).

Like any observational study, this study has limitations as
well as strengths. The low participation rate, 54%, may make
our results difficult to generalize. In addition, participation bias
may not be ruled out if the decision to participate is correlated
with maternal conditions that in turn are associated with the risk
factor and the outcome under study. We compared participants
and nonparticipants regarding sociodemographic characteristics
and no significant differences were found except for working
status, with a higher proportion of working women among
participants (30). Because this variable was not related to either
fruit and vegetable consumption or to the birth outcomes under
study, it is unlikely that this selection bias could have exerted a
significant impact on our results.

It is also possible that fruit and vegetable consumption was
related to a healthier lifestyle. In our study, few factors were
related to vegetable consumption; younger mothers were more
likely to consume fewer vegetables and mothers living in rural
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areas were more likely to consume more vegetables. Moreover,
our region is a horticultural area and fruit and vegetables are
widely available and consumed, although we can not completely
rule out confounding by unmeasured factors. To address potential
problems arising from the dietary intake assessment, we used a
FFQ, which is particularly appropriate in studies with a large
sample size to assess long term food and nutrient intake. How-
ever, it is possible for some type of misclassification to exist.

Our study has many strengths. As a result of the nature of the
study design, data were prospectively and accurately collected
by trained interviewers, which we consider a positive aspect.
Information on all the identified and potential confounding
factors was gathered and used in the analysis. We also estimated
dietary intake at 2 points during pregnancy, covering the period
up to the third trimester. There were few participants lost to
follow-up (4%) from inclusion of mothers to delivery, assuring
the internal validity of the study. Moreover, the effects persisted
after adjustment for the important confounding factors and
other important determinants of birth size.

According to our findings, a nonnegligible proportion of
women in our study population did not achieve the minimum
daily recommended intake of vegetable, ~200 g/d (31), and this
was associated with less favorable birth outcomes in our study. It
would be desirable, from a public health point of view, to
reinforce preconceptional as well as prenatal nutritional coun-
seling, in the context of healthier habits, to encourage pregnant
women to eat adequate daily amounts of vegetables (apart from
potatoes) in accordance with current recommendations.

In conclusion, our study adds insight to the limited data on
the association between fruit and vegetable intake and fetal
growth. Higher intake of vegetables during pregnancy was
associated with higher birth weight and length as well as with a
decreased risk of having an SGA (weight or length) baby.
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Background: Mercury (Hg) is a ubiquitous pollutant that negatively affects fetal and child
neurodevelopment at accidental high-dose exposure. Some studies indicate that
Mediterranean populations could be at risk of prenatal exposure to mercury through fish
consumption.

Objectives: To assess the prenatal exposure to total mercury (T-Hg), both inorganic and
organic, in newborns by analyzing the T-Hg concentration in cord blood, and to evaluate the
role of maternal fish consumption in this exposure.

Methods: In the context of a multi-center project (INMA project), a prospective birth cohort
was set up in Valencia, Spain, from 2005 to 2006. A total of 253 newborns were included in
this study. We compared cord blood T-Hg concentration by levels of fish intake assessed by a
food frequency questionnaire completed at 28-32 weeks of gestation. Maternal covariates
were obtained through a questionnaire.

Results: The geometric mean of T-Hg at birth was 9.9 pg/L (95% CI: 9.0, 10.8). Seventy
five percent of cord blood samples were above the estimated level assumed to be
without appreciable harm (5.8 ug/L). Women who consumed a portion of large oily fish,
lean fish, or mixed fried fish two or more times per week had mean cord blood levels
1.6, 1.4 and 1.3 times higher, respectively, than those who rarely or never consumed
fish. Other factors such as the mother’s age, country of origin, smoking and season of
delivery were also significantly and independently associated with cord blood T-Hg
concentrations.
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Conclusions: Newborns from a Mediterranean area presented elevated levels of T-Hg in cord

blood. Higher concentrations of T-Hg were related to maternal fish intake, particularly in the
case of large oily fish species.

© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Mercury (Hg) is a naturally occurring metal that is widespread
in the environment. Anthropogenic sources from industry,
combustion of fossil fuels, and mining activities contribute to
the atmospheric burden and to the pollutant spreading to
parts of the ecosystem where it was not found previously
(International Programme on Chemical Safety, 1991; Ontario
Public Health Association, 2004). Hg exists in several forms, as
elemental mercury (e.g. dental amalgam), as inorganic com-
pounds when combined with other elements (e.g. skin-light-
ening creams) or as organic compounds when combined with
carbon (Centers for Disease Control and Prevention, 2005). Hg
is transformed into methylmercury (MeHg), its most toxic,
organic form, by microscopic organisms when atmospheric Hg
is deposited on contaminated soils or water surfaces. In this
form, it is capable of bioaccumulation in the marine food chain
(Sanfeliu et al., 2003). The most common route of human
exposure to mercury is through the consumption of fish
contaminated with MeHg (International Programme on Che-
mical Safety, 1991; Centers for Disease Control and Prevention,
2005; US Environmental Protection Agency, 2007).

The toxic effects of MeHg became evident after episodes
of accidental poisoning in Japan and Iraq due to the consump-
tion of highly contaminated fish and grain. Its neurotoxic
effects were seen in adults and the children of poisoned
mothers, the latter being more seriously affected due to the
vulnerability of the developing brain (Myers and Davidson,
2000; Weiss, 2000; Grandjean and Landrigan, 2006). In two
communities with a high fish and sea mammals intake, such
as the Republic of Seychelles and the Faroe Islands, the effects
of prenatal exposure to MeHg on fetal and child neurodevelop-
ment and behavior were found to be inconsistent. While in the
Seychelles study no detrimental effects on children’s cognitive
functions have been found to date, except for one adverse
association among 48 neurodevelopmental endpoints (Myers
et al., 2003; Davidson et al., 2006), neuropsychological impair-
ments in memory, attention, language, and to a lesser extent,
visuospatial perception and motor functions have been noted
in exposed children in the Faroes (Grandjean et al., 1997).

Data from the above cohorts together with data from a New
Zealand cohort study (Crump et al., 1998) provided the basis
for the National Research Council’s and US EPA’s 2001
validation of a Reference Dose (RfD), an estimate of a daily
exposure where no appreciable risk of deleterious effects
during a lifetime would occur, for MeHg intake of 0.1 pg/kg of
body weight per day (National Research Council, 2000; US
Environmental Protection Agency, 2007). This level was
derived after applying an uncertainty factor of 10 to the
lower 95% confidence limit for which significant neuropsy-
chological effects in the offspring have been observed (58 pg/L
in whole cord blood) (US Environmental Protection Agency,
2007). This level would correspond to a mercury concentration

of 5.8 png/L in whole cord blood (Centers for Disease Control
and Prevention, 2004). However, other agencies have recom-
mended regulatory levels that are significantly less stringent
than EPA’s reference dose. The Agency for Toxic Substances
and Disease Registry has established a daily intake of MeHg of
0.3 pg/kg of body weight per day as the Minimal Risk Levels
(Agency for Toxic Substances and Disease Registry, 2007). The
Food and Agriculture Organization (FAO) and the World Health
Organization (WHO) revised in 2003 and confirmed in 2006 the
recommendation for a safe mercury intake from food to a level
of 1.6 ng/kg of body weight per week (0.22 pg/kg per day)
(United Nations Environment Programme, 2007).

Besides the debate on safe exposure levels, from a public
health perspective what remains to be elucidated is whether
lower prenatal exposures than in the three mentioned
cohorts, i.e. in communities with lower fish intake or less
contaminated fish, may cause subtle adverse neurodevelop-
mental effects in fetus and children (Davidson et al., 2006;
Daniels et al., 2004; Oken et al., 2005; Jedrychowski et al., 2006).
In addition, the effects of prenatal Hg exposure on preterm
birth have also been described recently (Xue et al., 2007).

Spain is a country with a relatively high consumption of
fish in some regions (Amiano et al., 2001; Welch et al., 2002)
and has been ranked as the second largest consumer of fish in
the world behind Japan (Ministerio de Sanidad y Consumo,
2007). It has been reported that the Mediterranean basin
contains important cinnabar deposits and that fish at the top
of the marine food chain have a higher mercury content than
the fish found elsewhere (Renzoni et al., 1998). In the 1980s,
the WHO Regional Office for Europe initiated an evaluation of
exposure to Hg as part of the Programme for Pollution
Monitoring and Research in the Mediterranean sea (MED
POL). The results showed a wide range of hair Hg levels in
pregnant women and fishermen with particularly high levels
in a study of fishermen’s families along the Dalmatian coast
(Buzina et al., 1995). A more recent pilot study in Greece
showed mean total hair Hg concentrations of above 1 ppm in
pregnant women from several islands of the Eastern Aegean
region (Gibicar et al., 2006). In a study conducted in eight
European countries and Israel, evaluating the benefits-risks of
fish consumption on myocardial infarction, the Spanish
centers showed the highest levels of mercury measured in
toenails (Guallar et al., 2002). In two studies in Spanish
children, one showed that children in the highest fish intake
groups had mercury levels in hair higher than 1 ppm (Batista
et al., 1996) and the other found that in 31% of children in a
region near an electrochemical factory, the level in hair was
above 1 ppm (Montuori et al., 2006).

The aim of the present study is to assess the degree of
prenatal exposure to mercury by measuring the total mercury
levels in cord blood of a prospective mother-infant cohort in
Valencia, Spain, and to evaluate the role of fish consumption
and other factors in this exposure.
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2. Materials and methods

2.1. Population

The INMA — INfancia y Medio Ambiente (Environment and
Childhood) project is a multi-center prospective Spanish
cohort which aims to study the role of the most prevalent
environmental pollutants and diet on fetal and child growth
and development. In this study we present data from the
Valencia birth cohort. Details of the multi-center INMA project
and sampling procedures have been described elsewhere
(Ribas-Fito et al., 2006). Briefly, pregnant women from one
area in the Valencian Community, on the Mediterranean
Coast in Spain, who attended the first trimester prenatal
population-based screening program for congenital malfor-
mations at the reference hospital, were invited to participate
providing they fulfilled the inclusion criteria (at least 16 years
old, singleton pregnancy, inclusion visit at 10-13 weeks, no
assisted conception, no chronic hypertension, delivery fore-
seen at the reference hospital, and no communication handi-
cap). Women were recruited in a consecutive manner during
their first trimester of pregnancy (10-13 weeks). Eligible
pregnant women who agreed to participate signed an
informed consent form. The Hospital Ethics Committee
approved the research protocol.

Of the 1578 eligible women, 855 agreed to participate (54%).
Participants were of similar age to non-participants but they
were more likely to work at the time of the proposal. Between
recruitment of the mothers and delivery, 31 women had an
abortion, 4 a fetal death, 28 withdrew and 5 were lost to follow
up, giving a total of 787 infants born between August 2005 and
February 2006. For logistic reasons and limited budget
resources, the Hg analysis determinations were restricted to
the first consecutive 255 newborns out of the 550 with
available cord blood; maternal characteristics of the sub-
sample were comparable to those of the rest of the cohort. The
only differences between newborns with cord blood samples
and those without were more advanced gestation and less
frequency of still birth or fetal death in previous pregnancies
when cord blood was available.

2.2 Study variables

A semi-quantitative food frequency questionnaire (FFQ) of
100 food items was administered twice, once in the first
visit (10-13 weeks) after recruitment and again during their
third trimester (28-32 weeks), to assess usual dietary intake
during pregnancy. Participants in our study were asked how
often, on average, they had consumed each item type over the
past 3-4 months. The FFQ was a modified version of the Harvard
questionnaire that was previously validated and adapted for
adult Spanish populations (Willett et al., 1985; Vioque and
Gonzalez, 1991; Vioque, 2006). The FFQ had nine possible
responses, ranging from “never or less than once per month”
to “six or more per day”, and included eleven questions about
fish intake (mixed fried fish, lean fish, large oily fish, small oily
fish, canned tuna fish, canned sardine or mackerel, dry or
smoked fish), processed fish, and three items for shellfish and
cephalopods. A commonly used serving size was specified for
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each food item in the FFQ. The response to each fish food item
was converted to average daily intake in grams for each
individual participant. The average daily intakes for each fish
item were then added up to compute the total fish intake. For the
purpose of this study, we used data from the FFQ obtained in the
third trimester of pregnancy, the closest to the date of delivery.

Information on socio-demographic characteristics, occu-
pational history, and life-style was obtained through two
questionnaires completed in the first and third trimester. The
covariates studied were maternal age, pre-pregnancy body
mass index (BMI), birth order, sex of baby, gestational age,
country of origin, educational level, social class, maternal
smoking status, maternal dental fillings, type of residence,
and season of delivery. All questionnaires were administered
by trained interviewers.

Whole blood samples were collected using venipuncture of
cord vessels before the placenta was delivered. Samples were
processed, separated into aliquots of 1 mL and then frozen to
-80 °C until analysis. One aliquot was used to analyze total
mercury (T-Hg) by thermal decomposition, amalgamation and
atomic absorption spectrometry using a single-purpose LECO
AMA-254 analyzer. Replicate analyses were made for each
sample and the limit of determination (LOD) of the procedure
was 2.0 pg/L. There was enough blood in 253 of the 255
samples to allow analysis of mercury. All analyses were
carried out in the Public Health Laboratory of Alava (Basque
Country, Spain). Total mercury in whole cord blood, as a
measure of inorganic and organic mercury, was used to
evaluate mercury exposure. According to the National Center
for Health Statistics (Mahaffey, 2005), as total blood mercury
concentrations rise, the proportion of MeHg increases. Speci-
fically, when total blood mercury levels were above 4 pg/L,
MeHg accounted for approximately 90% of total mercury
(Mahaffey, 2005), and it has been considered as an appropriate
estimator of MeHg (Fok et al., 2007).

2.3.  Statistical analysis

We calculated the geometric mean and percentiles for
descriptive purposes. For further analysis the dependent
variable T-Hg was log-transformed to improve normality
which was assessed with the Shapiro-Wilk test. The mean
and its 95% confidence interval were back-transformed to
obtain the geometric mean of cord blood T-Hg levels and its
95% confidence interval. Graphical loess techniques were
applied to evaluate the shape of the relationship between fish
consumption and log T-Hg levels to better capture distances
from linearity (Hastie and Tisbhirani, 1990).

In univariate analysis, differences in log T-Hg levels
between sub-groups for maternal characteristics as well as
for the three groups of seafood (total fish, shellfish/cephalo-
pods and processed fish) were tested using an ANOVA model.
Homogeneity of variances was assessed by Levene’s test,
using the Welch robust analysis of variance when needed. The
analysis of covariance was done to compare means in
different variables controlling for differences in covariates.
The significance level for inclusion of covariates was p<0.1.
Variables associated with log T-Hg levels on univariate
analysis, were further simultaneously adjusted for. Those
factors which remained significant were included in the final
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multi-covariate model, which compared T-Hg levels by fish-
consumption categories controlling for differences in signifi-
cant maternal characteristics and for the other fish groups.
Analyses of the model assumptions (linearity, normality,
homoscedasticity, independence of the residuals, absence of
outliers, and multi-collinearity among the independent vari-
ables) were performed. All p-values were two-tailed.

In order to impute values to the samples below the LOD,
taking into account that only 4 measurements were below as
well as the shape of the distribution of T-Hg levels, we used
the approach LOD/V2 as has been used in the U.S. National
Reports on Human Exposure to Environmental Chemicals
(Centers for Disease Control and Prevention, 2005). Statistical
analysis was done with the Statistical Package for Social
Sciences version 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and S-PLUS
2000 statistical package (MathSoft Inc., Seattle, WA, USA).

3. Results

Total mercury (T-Hg) was detected and quantified in 249 of the
253 samples (98%). The geometric mean cord blood concentra-
tion of T-Hg for the study population was 9.9 pg/L (95%CI: 9.0,
10.8) with an inter-quartile range from 5.8 to 18 pg/L, and a
median of 10 pg/L. Seventy five percent of the samples
exceeded a T-Hg concentration of 5.8 pg/L, and 15% had
concentrations above 22 pg/L. The mean daily intake of total
seafood during the second and third trimester was 67 g/day,
with 45% of the women consuming more than 60 g/day and
15% more than100 g/day. Only three women reported con-
suming seafood less than once per month or not at all.
Regarding total seafood consumption, lean fish and canned
light tuna fish were the most frequently consumed (24.9% and

20.0% respectively), followed by large oily fish (14.3%), and
mixed fried fish (13.8%) (data not shown). The relationship
between log(T-Hg) and total fish consumption was explored by
means of a loess fit (Fig. 1). A linear relationship was observed
although the curve smooths out above a level of fish intake of
100 g/day. This helped us to define the categories of total fish
consumption used in the analysis.

Table 1 shows the geometric mean concentrations of T-Hg
in cord blood by maternal characteristics. On univariate
analysis, the concentration of T-Hg in cord blood significantly
increased with maternal age and level of education. Concen-
trations were higher in Spanish women and those with
metallic dental amalgams, and lower in women that smoked
during pregnancy and gave birth in winter. Concerning mean
concentrations of T-Hg in cord blood by maternal seafood
consumption (Table 2), women consuming larger amounts of
fish had significantly higher levels of cord blood T-Hg. This
was not the case for shellfish and cephalopods or for
processed fish, the consumption of which is negligible in
this population.

On multivariate analysis, the maternal characteristics that
remained significant after being simultaneously adjusted for
total fish consumption and for all other covariates (Table 3)
were the mother’s age, country of origin, educational level,
smoking during third trimester of pregnancy, and season of
delivery. Maternal dental fillings were not longer significant
when adjusted for the above covariates. Women who reported
consuming more than 90 g of total fish per day had mean cord
blood levels over two-fold higher than women who rarely or
never consumed fish. Table 4 presents the unadjusted and
adjusted mean concentration of T-Hg in cord blood by
consumption of each fish group. In the adjusted model,
women who reported eating a portion of large oily fish, lean

log(T-Hg)

0 50 100

150 200 250

Total fish consumption (g/d)

Fig. 1- Association between log(T-Hg) and total fish consumption: loess fit and 95% confidence interval (tricube weight function,

one degree local polynomial fit, fitting 50% nearest neighbors).
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fish, or mixed fried fish two or more times per week had mean
cord blood levels 1.6, 1.4 and 1.3 times higher, respectively,
than women who rarely or never consumed fish.

Educational level lost its significance when T-Hg was
adjusted for large oily fish because mothers with a higher

Table 1 - Total cord blood mercury levels (1g/L) by maternal
characteristics, INMA — Valencia cohort, 2004-6*

Maternal % (n) GM 95%CI p-value

characteristics

Age <0.01
<25 115 (29) 80 (6.1-10.4)

25-29 340 (86) 86 (7.3-10.0)

30-34 423 (107) 10.8 (9.4-12.5) "
>35 123 (31) 13.1 (10.1-17.0) "
Country of origin <0.01

Spain 88.5 (224) 104 (9.4-115)

Latin American 87 (22) 71 (5.2-9.7) "
Rest of Europe 28 (7) 53 (3.0-9.2) "
Pre-pregnancy BMI 0.62
Underweight (BMI<185) 6.4 (16) 80 (5.5-11.6)
Healthy (18.5<BMI<25) 653 (164) 102 (9.1-11.5)
Overweight (25<BMI<30) 19.1 (48) 9.5 (7.6-11.7)
Obese (BMI>30) 92 (23) 97 (7.1-13.2)

Parity 0.16
1 56.9 (144) 104 (9.2-11.7)

2 340 (86) 9.8 (8.4-11.5)
>3 9.1 (23) 7.5 (55-10.2)

Gestational weeks 0.89
<38 190 (48) 100 (8.1-124)

39 29.0 (73) 100 (8.4-11.9)
40 298 (75) 102 (8.5-12.1)
>41 222 (56) 92 (7.5-11.2)

Educational level <0.01
Up to primary school 36.0 (91) 80 (6.9-9.3)
Secondary school 41.1 (104) 11.2 (9.7-12.9) L
University degree 229 (58) 11.0 (9.1-13.3) "

Area of residence 0.31
Urban 8.8 (22) 85 (6.2-11.7)
Metropolitan 514 (128) 9.8 (8.6-11.1)
Semi-urban 353 (88) 10.0 (8.6-11.7)

Rural 44 (11) 143 (9.2-22.4)

Smoked during pregnancy 0.01
No 749 (188) 106 (9.6-11.8)

Yes 251 (63) 82 (6.8-9.8) "

Mercury dental fillings <0.01
No 447 (113) 85 (7.4-9.8)

Yes 55.3 (140) 11.1 (9.8-12.5) "

Occupational exposure to Hg 0.32
No 98.4 (247) 9.9  (9.0-10.9)

Yes 16 (4 144 (6.9-30.1)

Child’s sex 0.77
Male 534 (135) 9.7 (8.6-11.1)
Female 46.6 (118) 100 (8.7-11.5)

Season of delivery <0.01
Winter 356 (90) 7.7 (6.6-8.9)

Spring 83 (21) 127 (9.3-17.3) "

Summer 79 (200 137 (9.9-189)  °

Autumn 482 (122) 108 (9.5-12.3) "
Total 100.0 (253) 9.9 (9.0-10.8)

GM: geometric mean.

"p<0.05 for test of difference in means with the first category as
referent.

# ANOVA for means comparison of log-transformed Hg levels and
back-transformed.

Table 2-Total cord blood mercury levels (pg/L) by
seafood, INMA — Valencia cohort, 2004-6*

Seafood consumption % (n) GM 95%CI p-value
Total fish <0.01
0-30 g/day 199 (50) 6.3 (5.2-7.6)
31-40 g/day 215 (54) 89 (7.4-10.7)
41-60 g/day 207 (52) 9.4 (7.8-11.4) :
61-90 g/day 203 (51) 12.3 (10.2-14.9) )
>90 g/day 17.5 (44) 16.1 (13.1-19.7) .
Shellfish and cephalopods 0.32
0-15 g/day 837 (210) 9.8 (8.8-10.8)
>15 g/day 163 (41) 111 (8.8-13.9)
Processed fish 0.66
0-10 g/day 952 (239) 10.0 (9.1-11.0)
>10 g/day 48 (12) 91 (5.9-13.9)
Total® 100.0 (251) 10.0 (9.1-10.9)

GM: geometric mean.

“p<0.05 for test of difference in means with the first category as

referent.

2 ANOVA for means comparison of log-transformed Hg levels and

back-transformed.

® Missing data on fish consumption for two women.

Table 3 - Adjusted total cord blood mercury levels
(geometric mean and 95% CI, in p.g/L) according to fish

consumption and maternal characteristics,
INMA — Valencia cohort, 2004-6*

Maternal characteristics GM 95% CI p-value

Total fish consumption <0.001
0-30 g/day 6.7 (5.6-8.0)
31-40 g/day 86 (7.3-10.2) 0
41-60 g/day 10.0 (8.4-11.9) ©
61-90 g/day 115 (9.7-13.8) @
>90 g/day 15.6 (12.9-18.9) =

Country of origin <0.001
Spain 10.6 (9.7-11.5)

Latin American 6.4 (4.9-8.4) =
Rest of Europe 5.9 (3.6-9.5) *
Educational level 0.019

Up to primary school 8.5 (7.5-9.8)

Secondary school 11.0 (9.7-12.4) *
University degree 10.6 (8.9-12.5) *
Smoked during pregnancy 0.026

No 10.5 (9.6-11.5)

Yes 8.5 (7.2-10.0) *
Season of delivery <0.001

Winter 8.2 (7.2-9.4)

Spring 14.2 (10.8-18.7) *

Summer 12.6 (9.5-16.8) =

Autumn 10.4 (9.3-11.7) =
Age 21%°  (0.1%-4.1%) 0.038

GM: geometric mean.

Ap<0.05 for test of difference in means with the first category as

referent.

“p<0.01 for test of difference in means with the first category as

referent.

 Total cord blood mercury levels (mean and 95% CI)
simultaneously adjusted for all other variables in the table.
b Percentage change in adjusted geometric means associated with

increasing age in 1 year.
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Table 4 -Unadjusted and adjusted cord blood mercury

levels (pg/L) according to frequency of consumption of
different types of fish, INMA — Valencia cohort, 2004-6

Fish %  (n)  Unadjusted Adjusted
consumption geometric geometric
means® means®
GM 95%CI GM 95%CI
Large oily fish: tuna, swordfish, bonito
Rarely/never 40.6 (102) 7.2 (6.3-8.3) 8.0 (7.0-9.1)
1-3portions 191 (48) 96 (7.9-11.7) 96 (7.9-117)
per month
1 portion 315 (79) 135 (11.6-157)° 127 (11.0-14.7)"
per week
>2 portions 88 (22) 158 (11.8-21.1)" 127 (9.5-16.9)"
per week
Lean fish: hake, sole, gilthead
Rarely/never 251 (63) 68 (57-82) 85 (7.1-10.0)
1-3portions 179 (45) 93 (7.6-11.5) 9.8 (8.0-12.0)
per month
1 portion 331 (83) 111 (9.5-12.9) 102 (8.8-11.8)
per week
>2 portions 239 (60) 134 (11.2-16.1) 11.6 (9.7-13.8)
per week
Oily fish: mackerel, sardines, anchovy, salmon
Rarely/never 53.0 (133) 8.8 (7.8-10.0) 9.7 (8.7-10.9)
1-3portions 287 (72) 116 (9.7-13.7) 112 (9.6-13.1)
per month
>1portions 183 (46) 11.3 (9.1-140) 89 (7.3-10.8)
per week
Fish fried and mixed
Rarely/never 498 (125) 10.1 (8.9-11.6) 10.0 (8.9-11.2)
1-3portions 187 (47) 81 (65-10.0) 83 (6.8-10.1)
per month
1 portion 195 (49) 9.8 (7.9-12.1) 99 (8.3-11.9)
per week
>2 portions 120 (30) 131 (10.1-17.1) 133 (10.5-169)
per week
Canned light tuna fish
Rarely/never 12.7 (32) 74 (5.7-9.6) 9.0 (7.2-11.3)
1-3portions 239 (60) 9.0 (7.5-109) 9.1 (7.7-10.7)
per month
1 portion 371 (93) 111 (9.6-129) 103 (9.0-11.7)
per week
>2portions 263 (66) 10.8 (9.0-12.9)° 109 (9.3-12.8)
per week
Canned sardines or mackerel
Rarely/never 821 (206) 9.6 (8.7-10.6) 9.8 (9.0-10.7)
>1portions  17.9 (45) 117 (9.4-146) 107 (8.8-12.9)
per month
Smoked fish: anchovy, cod, salmon
Rarely/never 79.7 (200) 9.6 (8.6-10.6) 9.8 (8.9-10.7)
>1portions 203 (51) 11.6 (9.4-142) 108 (9.0-13.0)
per month
Total® 100.0 (251) 10.0 (9.1-10.9)

GM: geometric mean.

‘p<0.05 for test of difference in means with the lowest category as

referent.

# ANOVA for means comparison of log-transformed Hg levels and
next back-transformed to obtain the adjusted geometric means for

T-Hg levels.

® Log(T-Hg) means simultaneously adjusted for age, country of
birth, season of delivery, educational level, smoking, and for all

other fish groups in the table.

€ Missing data on fish consumption for two women.

level of education were greater consumers of this type of fish.
No other food group (chicken, vegetables, fruits, eggs, etc.)
were associated with mercury levels (data not shown).

4, Discussion

Newborns from the Valencia birth cohort presented elevated
levels of cord blood T-Hg. A high proportion of them (75%)
exceeded the US EPA recommended level of 5.8 pg/L
(US Environmental Protection Agency, 2007; Centers for
Disease Control and Prevention, 2004). Even if we consider
that the US EPA level of 5.8 pg/L refers to MeHg, 70% of
newborns in our cohort had MeHg levels above the recom-
mended level.

Women with the highest fish intake during the third
trimester of pregnancy presented the highest concentrations
of T-Hg in cord blood. Regarding group of fish, large oily fish,
lean fish, and mixed fried fish consumption was significantly
associated with T-Hg levels. This relationship showed differ-
ent shape among fish groups. While a steady increasing trend
was observed for lean fish, a pronounced step appeared for big
fatty fish consumption. Moreover, the mother’s age, country of
origin, smoking during third trimester of pregnancy, and
season of delivery were also independently associated with
mercury levels.

In our study, as in others (Hsu et al., 2007; Bjornberg et al.,
2003; Sato et al., 2006; Fok et al., 2007), maternal fish con-
sumption was the main factor that increased fetal mercury
levels. We compared the observed cord blood mercury levels
with those from other populations, as well as the percentage
that exceeded the level of 5.8 ug/L, as shown in Table 5. In the
present study, with a T-Hg geometric mean of 9.9 pg/L, cord
blood levels were comparable to those reported in other
heavily fish-eating communities like Japan (Sakamoto et al.,
2007), Taiwan (Hsu et al., 2007), and Hong Kong (Fok et al,,
2007). In our cohort, the mean total daily seafood consumption
was 67 g. In the study in Japan, consumption of fish was not
reported, however in a cohort of Japanese pregnant women,
settled up between 2001 and 2003, a mean daily seafood intake
of 48.1 g was reported (Miyake et al., 2006). In Taiwan, the mean
consumption of fish was approximately 3 times per week, and
the mean daily total seafood intake in the Hong Kong cohort was
66 g/day. On the other hand, mean cord blood mercury levels in
our cohort are much higher than those encountered in other
studies in Europe. The mean Hg concentration was 18-fold times
higher than in a birth cohort from Poland where the mother’s
mean daily fish intake was 21.4 g/day (Jedrychowski et al., 2006),
and almost 8-fold those of Swedish women, according to their
median values (1.3 ng/L vs 10 pg/L), with a mean daily fish intake
of 25 g/day (Bjornberg et al., 2003). Our results contrast with
those of a recent birth cohort study conducted in Istanbul
(Turkey) where they found much lower levels of mercury, with
only 23.8% of pregnant women consuming fish once or twice a
week (Unuvar et al., 2007). Our study also shows higher levels of
T-Hg than those observed in two studies in Canada, one in
Southern Canada, (Rhainds et al., 1999), and the other in an Inuit
population from Artic Canada (Butler et al., 2006). However, the
concentrations of T-Hg in our newborns are lower than those
reported in other heavily exposed populations in the Faroe
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Table 5 - Comparative total mercury concentrations (pg/L) in cord blood in different populations and periods

Author (publication year) Country Study year n GM (ng/L) Range >5.8 pg/L (%)
Soria et al. (1992) Spain - 24 6.4% 2.0-15.1 >50
Grandjean et al. (1997) The Faroes 1986-7 894 22.9° 13.4-41.3¢ >75
Rhainds et al. (1999) Southern Canada 1993-5 1108 1.0 0.9-1.0 0
Stewerwald et al. (2000) The Faroes 1994-5 182 204 11.8-40.0¢ >75
Bjerregaard and Hansen (2000) Disco Bay Greenland 1994-6 178 25.3 2.4-181 >50
Muckle et al. (2001a,b) Northern Canada 1995-01 130 18.5 12.0-27.2¢ >75
Bjornberg et al. (2003) Sweden 1996-9 131 1.3bd 0.1-5.7 0
Sakamoto et al. (2007) Japan 1996 116 9.8 6.96-13.6¢ >75
Butler et al. (2006) Arctic Canada (all samples) 1994-9 402 2.7 ND-75.8 25
Arctic Canada (Inuit) 1994-9 169 6.9 0.4-75.8 56
Fok et al. (2007) Hong Kong 2000-01 1057 884 6.3-12.3¢ 784
Jedrychowski et al. (2006) Poland 2001-3 233 0.8 0.1-5.0¢ 0
Sato et al. (2006) Hawaii 2004-5 188 482 0-20 28.3
Hsu et al. (2007) Taiwan 2004-5 65 9.2 3.8-28 89
Unuvar et al. (2007) Turkey 2004-6 143 0.5 0-2.3 0
Present study (2007) Spain 2004-6 253 9.9 5.8-18¢ 75

GM: geometric mean.
@ Arithmetic mean.

> Methylmercury.

¢ Inter-quartile range.
9 Median.

Islands, Disco Bay in Greenland and in an Inuit population from
Northern Quebec with a traditionally high intake of fish and sea
mammals, (Grandjean et al,, 1997; Stewerwald et al., 2000;
Bjerregaard and Hansen, 2000; Muckle et al., 2001a,b). To our
knowledge, there is only one study conducted in Spain in 1992
evaluating prenatal exposure of mercury in cord blood. They
found a mean total cord blood mercury level of 6.43 pg/L in 24
pregnant women (Soria et al., 1992). Concerning levels above
5.8 pg/L, our results were among the group of studies with the
highest percentages exceeding this level (Table 5). Nevertheless,
when comparing mercury levels across studies in different
periods one must take into account possible changes in mercury
exposure over time which could be attributed to changes in
traditional diets or changes in concentrations of Hgin fish or sea
mammals, as has been described by Butler and cols in Arctic
Canada (Butler et al., 2006).

Older mothers and those of Spanish origin had higher T-Hg
cord levels after adjustment for fish consumption and other
related factors. Other studies have also observed a relation-
ship with older age or ethnicity (Bjerregaard and Hansen, 2000;
Fok et al., 2007; Xue et al., 2007). Although some unmeasured
confounding cannot be excluded, the results suggest that
some kind of accumulation over time may account for higher
levels in older mothers in a population with a regular intake of
mercury due to fish consumption. The half-life of MeHg has
been described to be approximately 50 days (20-70 days) in the
body (Sanfeliu et al., 2003), nevertheless in a study of high-end
consumers of fish in the US, it took approximately 41 weeks
for their levels to fall below 5 pg/L after they reduced or
stopped their fish consumption (Hightower and Moore, 2003).
A longer persistence of MeHg in the body may account for the
higher levels in mothers of Spanish origin than in mothers
from other countries; although some differences in the type of
fish consumed not detected by the FFQ (i. e. fish groups
instead of individual species) can not be ruled out. Mothers
who smoked had lower T-Hg cord blood levels and, although
they consumed less fish than non-smokers, the effect
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remained significant after adjustment for fish consumption.
Fok et al. (2007) also reported lower levels in smokers but the
effect was no longer significant when they adjusted for other
factors. The underlying mechanisms are unclear; however,
activation of some detoxification systems that might also
protect the fetus to a certain extent from other toxicants has
been reported in the placenta of smokers (Sanfeliu et al., 2003;
Kantola et al., 2004). T-Hg cord blood levels were higher in
women that delivered in spring and summer time. This
finding may in part reflect changes in fish consumption
during the period not recorded by the FFQ (i.e. from the time
the FFQ was administered to delivery). Seasonal variations in
the potential for methylation in superficial sediments in lakes
and rivers have been described, with there being the greatest
potential during summer time and in warmer waters (Korthals
and Winfrey, 1987; Evans et al., 2005; Weis and Ashley, 2007).
Apart from fish, we did not find any other food group related to
mercury levels, although chicken has been implicated in other
studies due to animal feeding practices with fish meal
(Bjornberg et al., 2003).

Other factors that may account for the variability of mer-
cury levels in our population could be inter-individual
differences in kinetics or detoxification systems (Canuel
et al,, 2006) and also in diet, given the interaction between
mercury and specific micronutrients (e.g., wheat bran and
vitamin E are considered protective against MeHg toxicity)
(National Research Council, 2000).

In addition, fish is also the major source of essential fatty
acids like omega 3 and other nutrients such as vitamin E and
selenium. In epidemiological studies, maternal fish intake
during pregnancy, as well as the concentration of omega 3 in
cord blood, has shown beneficial effects on neurodevelop-
ment and visual function in children when fish intake is
moderate and not highly contaminated (Williams et al., 2001;
Daniels et al., 2004; Oken et al., 2005). It would therefore be
very important to elucidate the risks-benefits of fish con-
sumption in exposed populations.
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Fish intake was estimated by means of a semi-quantitative
food frequency questionnaire. Even though the FFQ has been
validated and is especially useful for evaluating long term food
and nutrient intake in large populations, it has its own
limitations when evaluating dietary intake (Willett et al.,
1985). Fish-consumption data has been reported to be reliable
in angler populations (Li et al., 2005), although it is also known
that an over-reporting occurs as the number of food items
increases, e.g. recording different types of fish, and that some
misclassification is also likely to occur (Bjornberg et al., 2005).
However, even if some kind of misclassification occurred it
would most probably be non-differential because the Hg expo-
sure status was unknown when the FFQ was filled in. Another
potential limitation of the study is the low participation rate,
although this could affect the generalizability of the study
results, the low percentage of loss to follow up (3.9%) assures
the internal validity of the results. Finally, it does not seem
that the results could be affected by differences between
women with and without cord blood samples, since the only
two differences encountered (weeks of gestation and history
of still birth or fetal death) were not related to cord blood
levels.

The fish-consumption recommendation in vulnerable
groups have been debated by the European and Spanish food
safety authorities, nevertheless specific guidelines for preg-
nant women have not yet been implemented in Spain
(Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria, 2007; European
Commission, 2007). Regardless of the type of fish actually
consumed in the category of “large oily fish” (swordfish,
albacore or Atlantic bonito), 15.8% of women reported
consuming more that one serving per week, which is not
recommended by the US EPA or the Food and Drug Adminis-
tration (US Environmental Protection Agency and Food and
Drug Administration, 2007). A recent study (Falco et al., 2006)
conducted in Catalonia, another Mediterranean coastal area
of Spain, showed that swordfish had the highest concentra-
tions of mercury (1.59-2.22 pg/g fresh weight) followed by
tuna (0.38-0.58 pg/g), hake (0.12-0.29 pg/g), and red mullet
(0.14-0.36 ng/g). These are commonly consumed fishes and
have medium to high levels of Hg. Moreover, the Hg levels
encountered in swordfish exceeded the limits established
by the European Union (Falco et al., 2006; Domingo et al.,
2007). In our study area, the consumption of swordfish
is quite common, it is often offered on economical restaurant
menus, school menus, and it is also commonly seen in fish
markets.

In summary, our study constitutes a baseline assessment
of the population exposure to mercury levels for further
monitoring in a region where, to our knowledge, there is no
previous data on prenatal mercury exposure. We identified a
high proportion of newborns at levels of exposure that could
pose a risk of subtle adverse effects on neurodevelopment.
Such subtle deviations from normality may have a mean-
ingful impact not at individual but rather at the population
level, shifting the distribution towards a range that yields a
greater proportion of children with sub-optimal neurodeve-
lopment, as described for childhood lead exposure (Davis and
Grant, 2003). The elevated levels found could in part be ex-
plained by the consumption of swordfish, albacore/bonito
and lean fish and should reopen the fish-consumption

debate in vulnerable populations in our community. What
it is even more challenging is how to deal with such recom-
mendations without reducing benefits from fish consump-
tion. One recent study evaluating the impact of health
information on fish consumption among childbearing age
women in France reveals the difficulty for retaining the group
of fish to be avoided (Verger et al., 2007). At the same time
continued monitoring of the Hg levels of the more frequently
consumed fish as well as their origin is advisable. Finally, our
exposure levels should be compared with those of the rest
of INMA cohorts and the role of this exposure in fetal and
child growth and neurodevelopment evaluated, taking into
account possible interactions with other toxicants and
nutrients, as foreseen in the INMA project.
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Background: Birth size has been related to maternal fish intake, although the
associations are far from consistent. Few studies have addressed these issues using data
on the type of fish consumed and prenatal mercury exposure.

Objective: To assess the association of consumption of different types of fish and
prenatal mercury exposure with birth weight, length, and with small for gestational age
(SGA) newborns.

Design: Cord blood total mercury (T-Hg) was measured in 554 newborns in the
Valencia INMA population based cohort born from 2004 to 2006. Multiple linear
regression and logistic regression were used to analyze continuous or dichotomous birth
outcomes respectively.

Results: When cord blood T-Hg and types of fish intake were simultaneously adjusted
for together with covariates, newborns in the highest quartile of T-Hg weighed 143.7 g
less (95%CI: -251.8, -35.6) and had higher odds of being SGA for length (OR: 5.3,
95%CI: 1.2, 23.9) than those in the lowest quartile. Mothers consuming >2 portions/wk
of canned tuna had newborns weighing 116.4 g more (95%CI: 2.8, 230.0) than those
rarely/never consuming this type of fish. Consumption of >2 portions/wk of lean fish
was associated with a lower risk of being SGA for length (OR: 0.1, 95%CI: 0.0, 0.6)
and the same consumption of large oily fish with a higher risk of being SGA for weight
(OR: 4.6, 95%CI: 1.4, 15.4) than were the lowest intakes.

Conclusions: The role played by fish in fetal growth depends on the amount and type of
fish consumed. Findings on the relation between mercury and anthropometric measures

deserve further investigation in other settings.

Key words: Fish, fetal growth, mercury, newborn, pregnancy
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INTRODUCTION

Fish consumption during pregnancy has been associated with positive and negative
effects on reproductive outcomes and remains a matter of debate (1). Fish is the main
source of omega 3 fatty acids, essential for fetal visual and neurological development.
Consumption of at least one to two servings of fish per week is recommended to
provide about 200 mg per day of the long chain marine omega 3 essential fatty acids,
mainly docosahexaenoic acid (DHA) as part of a healthy diet for pregnant women (2).
Omega 3 fatty acids are involved in placental flow and the process of parturition and
their intake during pregnancy has been related to fetal growth and longer gestation (3).
However, fish is also the main route of exposure to pollutants such as mercury and
polychlorinated biphenyls concentrations (PCB) that mainly accumulate in large
predators. Therefore, in some countries pregnant women are advised to limit the amount
and select the type of fish they eat (4,5). These recommendations are intended to
provide enough DHA to the fetus while protecting the developing nervous system from

mercury neurotoxicity (6).

Both positive (7) and inverse associations (8) between fish consumption and birth size
have been found in observational studies in communities with moderate fish
consumption. One study considered the type of fish and found an inverse association
between fatty fish but not lean fish and fetal growth (9). Studies of the association
between mercury exposure and birth size have so far found no effect (10-12). Sub-
optimal fetal growth has been adversely associated with further neurodevelopment in
childhood (13,14) and even with an increased risk of chronic diseases in adulthood such

as metabolic syndrome (15).
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As part of a prospective multicenter Spanish study, the INMA project, the purpose of
the present study was to examine the effect of the different types of fish consumed in
late pregnancy on prenatal mercury exposure and to assess the association of the type of
fish consumed and corresponding mercury exposure with anthropometric measures at

birth in infants in the INMA Valencia cohort.
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MATERIALS AND METHODS

Population and study design

Singleton liveborn babies of mothers enrolled in the INMA Valencia cohort and born in
the Hospital La Fe of Valencia were selected. Of the 787 babies born from May 2004 to
February 2006, a total of 554 for whom samples of cord blood were available were
included in this study. The mother’s recruitment and follow up procedures have been
described previously (16). The mothers completed a detailed questionnaire about socio-
demographic characteristics and life style variables, and a food frequency questionnaire
(FFQ). The questionnaires were administered by in-person interviews. The mothers
signed an informed consent form. The study was approved by the Hospital ethical

committee.

Exposure assessment

Fish intake was assessed by means of a semiquantitative FFQ of 100 items. The FFQ
had nine possible responses, ranging from “never or less than once per month” to “six
or more per day”, and included seven questions about fish intake (mixed fried fish, lean
fish, large oily fish, small oily fish, canned tuna fish, canned sardine or mackerel, dry or
smoked fish). A commonly used serving size was specified for each food item in the
FFQ. The response to each fish item was converted to average daily intake in grams; the
average daily intakes for each fish item were then added up to compute the total fish
intake. The FFQ was a modified version of the Harvard questionnaire that was
previously adapted and validated in adult Spanish populations (17-19).

For analysis, we used the dietary data from the third trimester FFQ that covered the

average consumption during the second, and part of the third trimester, up to wk 28-32.
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The fish groups to be considered in the analysis were chosen according to their
frequency of consumption in the cohort as well as following the US. Environmental
Protection Agency recommendations’ of fish consumption during pregnancy (4).
Moreover the chosen fish groups chosen were the ones that showed the most robust
relationship with the birth outcomes. These fish groups were: canned tuna; lean fish
(hake, sole, and gilthead); large oily fish (swordfish, bonito, fresh tuna), and other fish
items (sum of mixed fried fish, small oily fish, canned sardine or mackerel, dry or
smoked fish). Canned tuna was considered separately as is currently a matter of debate
due to its content in mercury (20-22). Each fish group was categorized according to its

frequency of consumption (rarely/never, 1-3/mo, 1/wk, > 2/wk).

The total mercury (T-Hg) concentration in cord blood was determined by atomic
absorption spectrometry with thermal decomposition and amalgamation, using a single
purpose mercury analyzer AMA-254 by Altec/LECO. Replicate analyses of 100 ul of
cord blood were made for each sample and the limit of determination of the procedure
was 2.0 pg/L. For internal quality control of the analytical method, certified standard
samples of whole blood (Seronorm TM Elements, Norway) were used. For
measurements below the limit of determination we used LOD/\2 to impute a value. We
used total mercury as a reliably measure of methylmercury since it has been reported
that when total mercury concentrations rise, i.e. above 4 pg/L, methylmercury accounts

for approximately 90% of total mercury (23).
Birth outcomes

Anthropometric measures at birth were obtained from the hospital delivery records.

Gestational age was established on the basis of the date of the last menstrual period
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(LMP) self-reported by the mothers. However, in the case of discrepancy between LMP
and an early ultrasound measurement of 7 or more days, the latter was used to determine
gestational age. This occurred in 12.5 % of the cases. Birth weight (in grams) and birth
length (in cm) were adjusted for gestational age in each sex group using the residuals
method. Newborns having birth weight and length below the 10" percentile according
to Spanish population reference growth charts for sex and gestational age (24) were

classified as SGA for weight or length.

Covariates

Covariates were categorized as follows: age (<25, 25-29, 30-34, >35 years), pre-
pregnancy weight (<50, 50-59, 60-69, >70 kg), gestational weight gain according to the
IOM guidelines (low, normal, high) (25), parity (0, >1), education (up to primary school,
secondary school, university), employment (employed, unemployed), socio-
occupational status (high, intermediate, low), country of origin (Spanish vs. others),
residence (urban, metropolitan, semi-urban, rural), season of conception (spring,
summer, autumn, winter), smoking at 28-32 wk (yes, no), mean vegetable intake (in
quintiles), mean energy intake (in quintiles), mean caffeine intake (0 <100, >100<200,
>200 mg/d), and mean alcohol intake (0, 0-1, >1 g/d). Parental heights variables were

used in the continuous form (cm).

STATISTICAL ANALYSIS

Unpaired Student’s #-tests and one-factor ANOV A were used to compare the means of
continuous variables and y2-tests for categorical variables. We performed analysis of
covariance to compare means of T-Hg according to the frequency of one type of fish

consumption, controlling for differences in covariates as well as the other fish groups
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considered in the analysis. T-Hg was log-transformed to improve normality. Multiple
linear regression was used to analyze continuous birth outcomes and logistic regression
to analyze dichotomous birth outcomes. Covariates considered in the analysis were the
infant or maternal characteristics related to cord blood mercury concentrations or to
maternal fish consumption. We also considered the parental characteristics previously
found to be associated with the birth outcomes in our cohort in a study assessing the
relation between intake of fruit and vegetables and anthropometric measures at birth, as
covariates (26). We fitted the models using a backward regression; cord blood mercury
concentrations (in quartiles) and the fish groups were included in the same model
together with all the covariates. A covariate was retained in the model if it was related
to the outcome using a likelihood test ratio with a significance level of <0.1, with the
exception of maternal age and energy intake, which were forced to enter into the models.

The estimates of the effect were considered significant when P <0.05.

Statistical analysis was performed with the SPSS statistical software package for

Windows, version 15 or STATA statistical software package version 9. All tests were

two-sided.
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RESULTS

Newborns with available cord blood samples weighed 61.4 g more (#-test P=0.07) and
were 0.3 cm taller (s-test P=0.07) than those without samples. There were no differences
as regards the frequency of SGA weight or length. Mothers with and without samples
had similar total fish intake (#-test P=0.72). Mean birth weight of the study population
was 3273 g (SD: 487) and birth length was 50.3 cm (SD: 2.2). Overall, 10.5 percent of
the newborns were SGA for weight and 5.4 percent SGA for length. Parental
characteristics associated with birth outcomes have been fully described in a previous
study (26). Concerning maternal characteristics and fish consumption, older mothers
were more likely to be in the higher quintiles of fish consumption, and mothers who
conceived in spring (i.e. gave birth in winter) less likely (data not shown). The rest of

the maternal characteristics were not related to fish consumption.

T-Hg was detected in cord blood in 96 percent of the cases. The geometric mean
concentration of T-Hg was 9.4 ug/L (95%CI: 8.8, 10.2), 72 percent of newborns had
concentrations above 5.8 ug/L, the current reference dose used by the US. EPA (27).
The mean daily fish consumption was 65 g/d. Lean fish was the most frequently
consumed (30 percent of the total fish consumption), followed by canned tuna (22.5
percent) and large oily fish (17 percent). Only 1.6 percent of mothers never or rarely
consumed fish (less than once a month). On multivariate analysis (Table 1), higher T-
Hg concentrations in cord blood were associated with maternal consumption of
particular types of fish. Increasing intake of tuna can, lean fish and large oily fish by
pregnant women contributed to increasing concentrations of T-Hg in cord blood. Older
mothers, mothers who completed secondary school education, mothers of Spanish

origin, and those who conceived in autumn or winter had higher mercury concentrations.
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The variable “maternal metallic dental fillings” lost its statistical significance when
adjusted simultaneously for the fish groups and other covariates (data not shown),
therefore it was eliminated from the analysis. The results were of similar magnitude and
in the same direction as in a previous study with a subsample of the study population

28).

On multivariate analysis, adjusted birth weight decreased with increasing T-Hg
exposure (Table 2). Newborns in the highest quartile cord blood of T-Hg weighed on
average 143.7 g less (95%CI: -251.8, -35.6) than those in the first quartile; the
association was also negative for the other two quartiles. The mothers who reported
consuming two or more servings of canned tuna per week delivered newborns that
weighed on average 116.4 g more (95% CI: 2.8, 230.0) that those of women who rarely
or never consumed canned tuna. The consumption of two or more portions of lean fish
per week was associated with 46.4 g increase in birth weight (95%CI: -63.7, 156.6)
whereas the intake of two or more portions of large oily fish per week decreased the
mean birth weight by 69.9 g (95% CI: -202.9, 63.1) although the associations were not
significant. A marginal association was found between prenatal T-Hg exposure and
adjusted birth length, whereas none of the fish groups were associated with adjusted

birth length (Table 3).

Prenatal exposure to T-Hg was not associated with the risk of being SGA for weight
(Table 4). Women in the highest category of canned tuna consumption had a
significantly lower risk of having a SGA for weight baby than did those in the lowest
category (OR 0.3; 95%CI: 0.1, 0.8). Mothers who consumed lean fish two or more

times per week had a decrease in risk of SGA for weight babies as compared to those
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who consumed lean fish rarely or never (OR: 0.3; 95%CI: 0.1, 1.0), although this
association was only marginally significant. Women consuming two or more portions of
large oily fish per week had a significantly higher risk of SGA for weight than those

consuming rarely or never (OR: 4.6; 95%CI: 1.4, 15.4).

Women in the second and fourth quartile of T-Hg exposure had an increased likelihood
of having an SGA for length baby, with an OR of 4.0 (95%CTI: 1.1, 15.0) and 5.3
(95%CTI: 1.2, 23.9) respectively (Table 5). Consumption of canned tuna was associated
with a decreased risk of SGA for length, with an OR of 0.3 (95%CI: 0.1, 1.1) for

women consuming two or more portions per week. Women consuming two or more
portions of lean fish per week had a decreased risk of having an SGA for length baby
with respect to those who never or rarely consumed lean fish (OR: 0.1, 95%CI: 0.0, 0.6).

No association was found between large oily fish and SGA for length.
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DISCUSSION

In this cohort of pregnant women in Spain, prenatal exposure to T-Hg and the mother’s
consumption of large oily fish were adversely associated with some birth outcomes,
whereas consumption of canned tuna and lean fish was positively associated. Higher
cord blood concentrations of T-Hg were associated with reduced birth weight and, to a
lesser extent, with reduced birth length. Higher T-Hg was also associated with an
increased risk of being born SGA for length but not SGA for weight. Higher
consumption of canned tuna by mothers was associated with higher birth weight. Higher
consumption of lean fish was associated with a decreased risk of SGA for weight and
length, whereas higher consumption of large oily fish was associated with an increased
risk of SGA for weight. We assessed all the associations simultaneously adjusting for T-
Hg exposure and the most frequently consumed fish, and taking into account other

covariates as well as the sum of the other fish consumed.

In a cohort of pregnant women in south west England a decreased risk of intrauterine
growth retardation (defined as birth weight adjusted for gestational age below the 10"
percentile) with increased fish intake (lean and oily fish) was found, with an OR of 1.85
(1.44 to 2.38), for women in the lowest category of fish consumption compared to
women in the highest (7); mean daily fish intake was 32.8 g/d. Nevertheless, in a study
of pregnant women in the USA (8), an inverse association was found between seafood
consumption, assessed at the first and second trimester, and birth weight and fetal
growth z-value, although it was statistically significant only for the first trimester intake;
no effect was found on the risk of being born SGA. In our study, although no effect was
found for total fish (data not shown), we did find some significant effects on adjusted

birth weight and on the risk of being SGA for weight or length when we considered
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specific fish groups instead of total fish consumption. In Denmark (9), women
consuming more than 60 grams of fatty fish per day (the highest category) had a higher
risk of having babies with a birth weight below the 10" percentile than did those whose
fish consumption was below 5 g per day (the lowest category); a small decrease in mean
birth weight was also observed. This inverse association was explained by consumption
of fatty fish (salmon, herring, mackerel, trout and Greenland halibut). We found large
oily fish (swordfish, bonito and fresh tuna) to be adversely associated with some birth
outcomes, whereas small oily fish (mackerel, anchovy, salmon, and sardine) was not
(data not shown). In our study population large oily fish was the third type of fish most
consumed (17 percent of the total). The negative estimates persisted even when adjusted
for T-Hg exposure, probably due to other unmeasured pollutants such as organochlorine
compounds that accumulate in the fat tissues of large fishes and have been related to
reduced fetal growth in some studies (29,30). In a recent paper by Halldorsson et al in
the Danish Birth Cohort, they found an inverse association between maternal plasma
PCB concentrations and fetal growth (31), and supported their previous finding of the
adverse association between fatty fish intake and fetal growth (9). The differences found
between lean and large oily fish as regards birth outcomes in our study are probably due
to the balance between beneficial nutrients, mainly DHA, and pollutants present in each
meal intake (32,33). The aforementioned birth cohorts did not control for mercury and
type of fish in their analysis and this lack of adjustment may be responsible for the

inconsistencies found in their results.

To the best of our knowledge, no study has found an adverse impact of mercury on birth

outcomes. It was suggested by Foldspang and Hansen in 1990 (34) but later refuted

when data were reanalyzed (10). All the studies that have investigated mercury
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exposure to date were conducted in communities with a very high fish consumption,
although they did not adjust for specific types of fish in the analysis (10-12). A recent
paper on the effects of the World Trade Center disaster on pregnant women, with
median cord blood concentrations of T-Hg of 4.3 pg/L and 32 percent of newborns with
concentrations above 5.8 ug/L, did not find a significant association with newborn size
(35); however, the authors did not consider consumption of different types of fishes

either.

The long chain omega 3 fatty acids provided by fish may promote fetal growth by
raising the ratio of active prostaglandins to thromboxanes, thus reducing blood viscosity
by inhibition of platelet aggregation and producing dilatation of placental blood vessels
(3,36). On the other hand, methylmercury has the opposite effects on platelet
aggregation and thromboxane production (37,38) and it has been related to preterm birth
in one study (39). Methylmercury also produces inhibition of the antioxidants systems
and stimulate the production of free radicals (40) which in turn can adversely affect fetal
growth (41). Fish also provides other nutrients, such as iodine or proteins that are
beneficial for growth and development. It is therefore reasonable to presume that
depending on the type and amount of fish consumed and its content in nutrients and
toxicants, the health effect of a given type of fish will vary. Although not yet described
in any other study, there is a plausible mechanism by which mercury may affect fetal

growth.

There was a consistency between unadjusted and adjusted results, although the effects

of T-Hg and the types of fishes emerged when they were adjusted for each other as well

as for covariates for some birth outcomes. The most dramatic effect of adjustment was
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seen for large oily fish and SGA for weight and for T-Hg and SGA for length.
Regarding large oily fish and SGA for birth, the variables responsible for the change in
the estimate were the other fish types (OR: 3.5; 95%CI: 1.3, 9.6) or vegetable intake
(OR: 2.8; 95%CT: 1.1, 6.8). For T-Hg and SGA for length, the adjustment for fish types
raised the OR to 2.9 (95%CI: 0.8, 10.1) but the change in the estimate was seen when

the rest of covariates were included in the model.

Our study has many strengths. Data were collected prospectively and detailed
information was obtained by in-person interviews. Information regarding fish intake
was collected in a manner that allowed us to separate the effects of large oily fish and
small oily fish, as it is known that big predators (swordfish and tuna) contain more
mercury due to accumulation and biomagnification (42). We also included a biomarker
of mercury exposure, allowing us to separate the effect of this pollutant from those of

the beneficial nutrients contained in fish.

However, our study also has some limitations. Our sample size was limited by the
availability of cord blood samples, and in dichotomous outcomes we must be cautious
when interpreting the magnitude of the estimates due to the large confidence intervals,
although the direction of the association was corroborated by the continuous outcomes.
Neither can we disregard some unmeasured confounders, although fish consumption did
not appear to be related to maternal characteristics or habits, except for age and season
of conception. Moreover, at the time of this analysis we did not have results for other
chemical exposures such as PCB that have also been associated with birth size. Diet was

evaluated by means of a FFQ that has been validated in an adult population in the study
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area; however, it has not been validated in the study population (18). It is possible that

there may be some misclassification of fish types, but if so, it should be non-differential.

Findings from this study suggest that maternal fish consumption plays a different role in
fetal growth depending on the amount and type of fish consumed. The potential effects
on fetal growth should be taken into account when recommending fish consumption to
pregnant women or those of childbearing age. The inverse association between prenatal
mercury exposure and birth size and the underlying biologic mechanisms warrant

further investigation.
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TABLE 1
Adjusted' total mean cord blood mercury concentration according to frequency of
intake of the most frequently consumed fish groups by pregnant women and maternal

characteristics, INMA-Valencia Cohort, Spain, 2004-2006.

n  GM?(ug/L) 95%CI P? Value
Canned tuna
Rarely/never 82 7.5 6.4,8.7 <0.001
1-3/month 134 9.5 8.4,10.8
1/week 197 9.6 8.6,10.6
>2week 135 11.4 10.1,12.9
Lean fish: hake, sole, gilthead
Rarely/never 130 8.0 7.0,9.1 <0.01
1-3/month 105 9.4 8.1,10.8
1/week 183 9.7 8.7,10.8
>2 week 130 11.7 10.2,13.3
Oily fish: swordfish, fresh tuna, bonito
Rarely/never 225 7.3 6.6,8.0 <0.001
1-3/month 109 9.7 8.4,11.2
1/week 162 13.0 11.6,14.6
>2week 52 12.3 10.0,15.3
Maternal age (years)
<25 60 8.5 7.1,10.2 0.10
25-29 185 8.9 8.0,9.9
30-34 211 10.3 93,114
235 92 10.3 8.9,12.0
Educational level
Up to primary school 190 8.4 7.6,9.3 0.01
Secondary school 226 10.6 9.6,11.6
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University degree 132 9.9 87,113

Country of origin

Spain 486 10.1 9.5,10.8 <0.001
Others 62 6.2 5.2,7.5
Smoked at 28-32 wk
No 427 9.8 9.2,10.5 0.13
Yes 121 8.8 7.7,10.0

Season of last menstrual period

Winter 179 10.2 92,114 0.04
Spring 136 8.5 7.5,9.6

Summer 107 9.0 7.8,10.3

Autumn 126 10.6 9.3,12.0

"Mean mercury values simultaneously adjusted for all other variables shown in the table as
well as for the sum of other fish consumed. R? of the model was 0.26.
ZGM, geometric mean.

3P value from ANOVA.
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TABLE 2
Associations' between cord blood total mercury and fish consumption by pregnant
women with birth weight2: unadjusted and adjusted analysis from INMA-Valencia

cohort, Spain, 2004-2006.

Unadjusted Adjusted3
n p* 95% CI n B 95% CI
Total mercury (ug/L)
Quartile I 138 Referent 131 Referent
Quartile 2 138 -87.4 -189.0, 14.3 133 -100.3  -200.2, -0.5
Quartile 3 145 -39.8  -140.3, 60.6 144 -76.7  -179.2, 25.8
Quartile 4 133 -92.9 -195.5, 9.7 131 -143.7  -251.8, -35.6
P 0.24 0.05
Fish (portions)
Canned tuna
Rarely/never 82 Referent 81 Referent
1-3/month 135 16.2  -102.2, 135.0 135 10.7  -100.6, 121.9
1/week 198 369  -74.5, 148.2 191 345  -69.9, 139.0
>2 week 135 65.6  -53.1, 184.3 132 116.4 2.8, 230.0
P 0.69 0.11

Lean fish: hake, sole, gilthead

Rarely/never 131 Referent 126 Referent
1-3/month 105 19.2  -91.8, 130.1 104 152 -95.7, 123.0
1/week 184 11.1  -85.8, 107.9 181 -26.9  -123.7, 69.8
>2 week 130 75.7  -29.2, 180.5 128 464  -63.7, 156.6
P 0.49 0.49

Oily fish: swordfish, fresh tuna, bonito

Rarely/never 227 Referent 219 Referent
1-3/month 109 -5.6  -104.5, 93.3 109 283  -70.9, 1275
1/week 162 9.0  -96.3, 78.4 160 429  -46.3, 132.1
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>2 week 52 -36.4  -166.9, 94.1 51 -69.9  -202.9, 63.1

P 0.96 0.37

"Multiple linear regression was used to assess the associations

’Birth weight adjusted for gestational age.

3 Estimates of effect were simultaneously adjusted for all other variables shown in the
table as well as for the sum of the other fish consumed, vegetable intake, energy intake,
maternal age, pre-pregnancy weight, paternal height, gestational weight gain, sex of the
infant, parity, and smoking status

*B = regression coefficient.

3P value from likelihood ratio test.
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TABLE 3

Associations' between cord blood total mercury and fish consumption by pregnant

women with birth lenghtz: unadjusted and adjusted analysis from INMA-Valencia

cohort, Spain, 2004-2006.

Unadjusted Adjusted3
95% 95%
n p* CI n p* Cl
Total mercury (ug/L)
Quartile 1 138 Referent 132 Referent
Quartile 2 138 -047  -091, -0.03, 136 -0.44 -0.89, 0.01
Quartile 3 145 0.08 -0.35, 0.52, 145 0.07 -0.40, 0.54
Quartile 4 133 -0.34  -0.79, 0.10, 130 -0.31 -0.81, 0.19
P 0.04 0.05
Fish (portions)
Canned tuna
Rarely/never 82 Referent 81 Referent
1-3/month 135 0.31 -0.20, 0.83 134 0.26 -0.25, 0.77
1/week 198 0.27 -0.21, 0.75 194 026 -0.21, 0.73
>2 week 122 0.19 -0.34, 0.71 121 0.27 -0.25, 0.78
P 0.80 0.68
Lean fish: hake, sole, gilthead
Rarely/never 131  Referent 128 Referent
1-3/month 105 0.17 -0.31, 0.65 104 0.17 -0.33, 0.67
1/week 184 0.09 -0.34, 0.51 182 0.06 -0.37, 0.50
>2week 130 024 -0.22, 0.69 129 0.25 -0.24, 0.75
P 0.75 0.71
Oily fish: swordfish, fresh tuna, bonito
Rarely/never 227  Referent 222 Referent
1-3/month 109 0.04 -0.38, 047 109 0.11 -0.34, 0.56
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liweek 162 -0.19 -0.57, 0.19 161 -0.16 -0.56, 0.25
>2 week 52 026 -0.82, 0.31 51 -0.40 -1.01, 0.21
P 0.59 0.39

"Multiple linear regression was used to assess the associations.

’Birth length adjusted for gestational age.

3 Estimates of effect were simultaneously adjusted for all other variables shown in the
table as well as for the sum of the other fish consumed, vegetable intake, energy intake,
maternal age, parental heights, employment status, education, country of origin, sex of
infant, parity, and smoking status

4[3 = regression coefficient.

3P value from likelihood ratio test.
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TABLE 4
Associations' between cord blood total mercury and fish consumption by pregnant
women and small for gestational age for weight: unadjusted and adjusted analysis from

INMA-Valencia cohort, Spain, 2004-2006.

Unadjusted Adjustt:d2
Exposure
n OR’ 95%CI n OR" 95%Cl
Total mercury (ug/L)
Quartile 1 138 1 132 1
Quartile 2 138 1.2 05, 26 133 1.0 04, 2.7
Quartile 3 145 1.3 06, 2.7 144 1.5 0.6, 3.9
Quartile 4 133 1.0 05, 23 131 1.5 05, 43
p* 0.92 0.82
Fish (portions)
Canned tuna
Rarely/never 82 1 81 1
1-3/month 135 0.6 03, 1.2 135 0.6 02, 1.4
1/week 198 04 02, 09 192 04 02, 1.1
>2 week 135 04 02, 09 132 0.3 0.1, 0.8
r 0.10 0.10

Lean fish: hake, sole, gilthead

Never/once a week 131 1 127 1
1-3/month 105 0.8 04, 19 104 1.0 04, 2.7
1/week 184 1.0 05, 19 181 1.2 05, 29
>2 week 130 05 02, 13 128 03 0.1, 1.0

P 0.43 0.09

Oily fish: swordfish, fresh tuna, bonito

Never/once a week 227 1 220 1
1-3/month 109 0.9 04, 20 109 0.8 0.3, 1.9
1/week 162 1.0 0.5, 1.9 160 0.7 0.3, 1.7
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>2 week 52 1.9 08, 43 51 46 14, 154

P 0.47 0.03

"Logistic regression was used to assess the associations.

“Estimates of effect were simultaneously adjusted for all other variables shown in the table
as well as for the other fish consumed, vegetable intake, energy intake, maternal age, pre-
pregnancy weight, weight gain, parity, and smoking status.

’OR, Odds Ratio.

“P value from likelihood ratio test.
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TABLE 5
Associations' between cord blood total mercury and fish consumption by pregnant
women and small for gestational age for length: unadjusted and adjusted analysis from

INMA-Valencia cohort, Spain, 2004-2006.

Unadjusted Adjusted2
Exposure
n OR’ 95% CI n OR’ 95%CI
Total mercury (ug/L)
Quartile I 138 1 133 1
Quartile 2 138 23 038, 6.8 136 40 1.1, 150
Quartile 3 145 1.0 03, 34 145 1.5 03, 7.0
Quartile 4 133 1.9 06, 59 131 53 1.2, 239
r 0.24 0.03
Fish (portions)
Canned tuna
Rarely/never 82 1 81 1
1-3/month 135 05 02, 15 135 02 0.1, 09
1/week 198 05 02, 14 195 0.3+ 0: 1512,
>=2 week 135 07 02, 19 134 03 0.1, 1.1
p 0.58 0.14

Lean fish: hake, sole, gilthead

Never/once a week 131 1 129 1
1-3/month 105 03 0.1, 1.2 104 05 0.1, 2.2
1/week 184 1.0 04, 2.2 183 1.0 0.3, 2.8
>=2 week 130 0.1 0.0, 0.7 129 0.1 0.0, 0.6

p* <0.01 0.01

Oily fish: swordfish, fresh tuna, bonito

Never/once a week 227 1 224 1
1-3/month 109 1.0 04, 29 109 1.3 04, 45
1/week 162 1.2 0.5, 2.8 161 1.0 0.3, 3.1
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>=2 week 52 0.7 02, 33 51 1.9 03, 137

P’ 0.93 0.92

"Logistic regression was used to assess the associations.

“Estimates of effect were simultaneously adjusted for all other variables shown in the table
as well as for the other fish consumed, vegetable intake, energy intake, maternal age,
parental heights, season at last menstrual period, and smoking status

’OR, Odds Ratio.

“P value from likelihood ratio test.
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Discusion

DISCUSION

1. SOBRE LA INGESTA DE FRUTAS Y VERDURAS DURANTE EL EMBARAZO Y SU
EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO FETAL.

El drea de estudio y, en general toda la Comunidad Valenciana, se
caracteriza por su tradicién hortofruticola, con una amplia variedad de frutas y
verduras disponibles durante todo el ano. Sin embargo se desconoce si las
embarazadas estdn siguiendo las recomendaciones de consumo de dos a
cuatro raciones de hortalizas y verduras y de dos a tres de frutas (SENC, 2004).
Nuestro estudio ha puesto de manifiesto que una proporcidn no despreciable
de la poblacién (dos quintos de la misma) no consumia los minimos requeridos
de ingesta de verduras, a la vez que un bagjo consumo se relacionaba con
efectos adversos del crecimiento fetal medidos mediante la antropometria,
peso y talla al nacimiento. Las mujeres con consumo en el primer y segundo
quintil de verduras, es decir con un consumo inferior a unos 200 gramos al dia,
tuvieron recién nacidos con menor peso y presentaron un mayor riesgo de
tener un bebé pequeno para la edad gestacional de peso y talla. No se
encontré asociaciéon con la ingesta de frutas, aungue una proporcion
importante de mujeres no cumplian tampoco las recomendaciones.

El consumo de verduras es necesario para lograr un aporte en micronutrientes
como el dcido fdlico, los antioxidantes como la vitaminas C, E, y otros
componentes bioactivos (entre los que se encuentran los fitoquimicos) durante
toda la gestaciéon. En el caso del dcido fdlico, los minimos requeridos de 600
mgr/d durante el embarazo son dificimente alcanzables mediante la ingesta,
como se muestra en algunos estudios en poblaciones europeas (Rogers and
Emmett, 1998;:Erkkola et al., 1998), ya que se requeriria el consumo minimo de 4
a 5 raciones diarias de verduras (Ortega, 2001), por lo que el dcido félico en
forma de suplemento dietético suele recomendarse desde el periodo
preconcepcional y durante el primer frimestre (Scholl and Johnson, 2000). Sin
embargo un estudio reciente en Finlandia ha puesto de manifiesto que no se
cumplian bien las recomendaciones de toma de suplementos ya que las
embarazadas fomaban suplementos que no son necesarios e incluso
peligrosos, como la vitamina A, principalmente a través de multivitaminicos,

mientras que los recomendados se tomaban de forma insuficiente y fuera del
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periodo recomendado (Arkkola et al., 2006). En nuestro estudio también se han
encontfrado resultados similares a los de Finlandia (datos no publicados); la
foma de suplementos no ha seguido las recomendaciones vigentes de la
Conselleria de Sanitat (0,4 mg de dcido félico desde un mes antes de la
gestacién y durante el primer trimestre en mujeres sin riesgo; 30 mg/dia de Fe3a
partir del segundo trimestre) en una proporcién importante de mujeres.
Ademds, la masiva utilizacion de preparados multivitaminicos o la prescripcién
en ocasiones de otfras formas de dcido fdlico como el levofolinato, que no
estdn incluidos en el protocolo, hace que una no despreciable proporcién de
mujeres alcancen niveles muy elevados de dcido félico, cuyos posibles efectos
perniciosos no estdn del fodo establecidos; nuestros hallazgos corroboran los
publicados por Martinez-Frias para las distintas comunidades auténomas
(Martinez-Frias, 2007). Todo ello refuerza la importancia del consejo nutricional
a la embarazada, tanto en cuanto a dieta como a suplementacién, con
identificacion de las mujeres a riesgo (Fowles and Gabrielson, 2005). Las dosis
recomendadas de vitamina C y E son mds faciimente alcanzables a través de
la dieta habitual de la mujer embarazada y no se han referido deficiencias en
las poblaciones anteriormente descritas; para los carotenoides no existe
recomendacion diaria de ingesta aungue son considerados de gran
importancia para el sistema antioxidante. La utilizacion de la ingesta de frutas y
verduras en este estudio, en lugar de los micronutrientes y fitoquimicos que
proporcionan, ha permitido tener en cuenta todos sus componentes al evaluar
su asociacién con el crecimiento fetal y nos ha permitido identificar una parte
importante de la poblacién que necesita ser identificada para ser provista del

adecuado consejo nutricional.

Existe poca evidencia cientifica sobre el efecto de la ingesta de frutas y
verduras en el crecimiento fetal. El presente estudio aporta informacion a los
dos publicados hasta el momento, en la India y Dinamarca (Rao et al.,
2001;Mikkelsen et al., 2006), siendo el nuestro el primero en evaluar y observar
un efecto inverso entre el consumo verduras sobre el riesgo de pequeno para
edad gestacional, para peso y talla, de suficiente magnitud como para ser
considerado relevante desde el punto de vista de salud publica. El efecto se
ha observado con datos de ingesta dietética desde el inicio de la gestacion

hasta el tercer trimestre de la gestacion, reforzando la relevancia de un aporte
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adecuado durante toda la gestacion (Allen, 2005). El déficit de fdlico
periconcepcional y durante el primer frimestre se ha asociado
fundamentalmente con el riesgo de defecto neural, sin embargo su aporte a
lo largo de la gestacidon hasta el tercer trimestre es importante para un
crecimiento fetal dptimo (Lindblad et al., 2005;Takimoto et al., 2007) por lo que
el aporte de verduras, principalmente de hoja verde por su conftenido en
félico, es importante en todos los frimestres de la gestacion. La falta de
relacién del crecimiento fetal con la ingesta de fruta en nuestro estudio no
tiene una explicacién clara ya que en principio las frutas aportan cantidades
importantes de vitaminas antioxidantes aunque no aportan dcido fdlico. La
falta de efecto de las frutas respecto a las verduras se ha descrito también
recientemente en un estudio en China sobre el efecto del consumo de frutas y
verduras y el riesgo de desarrollar diabetes en mujeres adultas (Villegas et al.,
2008), asi como en un estudio sobre consumo de frutas y verduras y riesgo de
enfermedad crénica del adulto en el que aunque la ingesta de ambas tuvo un
modesto efecto protector cardiovascular, la principal disminucion de riesgo se

observd para las verduras de hoja verde (Hung et al., 2004).

A parte de su efecto sobre el crecimiento fetal, una ingesta de frutas y
verduras durante el embarazo se ha relacionado también con efectos a largo
plazo, por ejemplo, una ingesta baja durante la gestacién se ha asociado all
riesgo de desarrollar sibilantes y asma en el nino (Warner, 2004;Martindale et
al., 2005) e incluso se ha asociado a un incremento del riesgo de padecer

retinoblastoma esporddico (Orjuela et al., 2005).

2. SOBRE LA EXPOSICION PRENATAL A MERCURIO.

El mercurio es considerado como una amenaza para las personas, los
ecosistemas y la vida animal, debido a su gran toxicidad y ubicuidad en el
medio ambiente a escala mundial (European Commission, 2005). Por todo ello,
su utilizacién estd siendo regulada en la Unidn Europea ya que es la principal
productora y exportadora de mercurio del mundo, seguida de Estados Unidos.
Espana ha sido el principal productor y exportador dentro de Europa debido a
los grandes depdsitos existentes en las minas de Almadén, ya conocidos desde

la época de los romanos (Health and Environment Alliance, 2007), aunque su
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explotacion fue parada en 2003 como medida de confrol. En la actualidad
existe una reconversién en la industria cloro-dlcali para eliminar la utilizacién
del mercurio en su proceso, lo que ha dado lugar a un problema anadido
debido a los excedentes de mercurio del que ya disponian en esta industria,
ya gue éstos son vendidos principalmente a los paises en desarrollo donde se
utilizan en la explotacion artesanal de las minas de oro, exponiendo
diariamente a mujeres embarazadas y ninos que trabajan sin proteccién
alguna en las mismas, a parte de ser una fuente de emisién al medioambiente
perpetuando el ciclo del mercurio. Debido a ello, la Unién Europea se ha
planteado la necesidad de regular y prohibir su venta, aunque debido a la
magnitud del problema, toneladas existentes de mercurio, llevard mucho
tiempo hasta que pueda reducirse y controlarse su venta y utilizacion
(European Commission, 2006). Ademds, su masiva utilizacién en amalgamas
dentales, equipos médicos, etc., teniendo en cuenta que la principal emisién
del mercurio es la combustibn del carbdn y en menor medida las
incineraciones, hace muy dificil prever una reduccién en el medio ambiente
importante a corto plazo. En diciembre de 2008, la Comisidn Europea ha
emitido un informe sobre la necesidad de reducir la utilizacién del mercurio y el
coste que esto supondria (European Commission, 2008). Suecia ha decidido
prohibir fodo lo que contenga mercurio en sus productos, incluyendo las
amalgamas dentales, desde enero 2008 (http://www.env-
health.org:80/a/3206).

En esta cohorte se ha detectado mercurio total en el 98% de los recién nacidos
con sangre de corddn disponible (70% de los nacidos vivos). Una proporcién
elevada de recién nacidos (75%) superan la dosis de referencia recomendada
US. EPA de 5,8 ug/L, lo que supone un riesgo potencial sobre el neurodesarrollo
(Mahaffey, 2005;Trasande et al., 2005). Se ha utilizado el mercurio total como
biomarcador de la exposicidn, ya que aungue los efectos tdxicos del mercurio
se deben fundamentalmente a la forma orgdnica o metilmercurio, cuando los
niveles de mercurio en sangre son elevados, por encima de 4 ug/L, mds del
90% del mercurio total corresponde a metimercurio (Mahaffey, 2004). En lo
sucesivo, cuando hagamos referencia a la exposicidbn a mercurio en esta

cohorte se empleard el término mercurio como sindnimo de mercurio total.
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Los niveles hallados en sangre de corddn son comparables con los de
comunidades con gran consumo de pescado como Japdn, Hong Kong vy
Taiwdn (Sakamoto et al., 2004;Fok et al., 2007;Hsu et al., 2007). En la actualidad
existen cohortes en Europa y en EEUU con niveles de exposicidn a mercurio
mds bajos que los encontrados en este estudio, del orden de 0,5 ppm de
media en pelo de mujeres embarazadas con 10% por encima de 1,2 ppm en el
proyecto VIVA (Oken et al., 2005) y una media de 0,8 ug/L en sangre de
corddn con un mdximo de 5 pg/L en la cohorte de Krakovia (Jedrychowski et
al., 2006), que han encontrado efectos adversos de la exposicidon prenatal a
mercurio en el neurodesarrollo infantil (Jedrychowski et al., 2007;0ken and
Bellinger, 2008). En concreto, ningun nino de la cohorte de Krakovia superd los
5,8 pg/L. Estos hallazgos sugieren que no existe un dintel conocido de
seguridad para la exposicidon prenatal a mercurio, hecho que se ha publicado
recienfemente en el caso del plomo, cuyos efectos adversos en el
neurodesarrollo a niveles de exposicidon infantil por debajo de los considerados
de referencia han sido descritos, siendo dichos efectos incluso de mayor
magnitud que los descritos a niveles por encima de los de referencia (Canfield
et al., 2003), lo que refuerza la precaucién al interpretar las dosis de referencia
para contaminantes, ya que “lo normal” deberia ser la ausencia de

exposicion.

Los niveles de mercurio en sangre de corddn se han correlacionado con la
ingesta de pescado en las madres de la cohorte. Los grandes depredadores
como el pez espada/emperador, el atin fresco y el bonito son consumidos
regularmente, una o mds porciones a la semana, en una proporcion
importante de las mujeres, siendo los que mds se relacionaban con los niveles
de mercurio total en sangre de corddén, aunque el blanco y el atin en lata
también contribuian de manera significativa. Otros factores que se asocian
normalmente a la exposicibn a mercurio, que también se han asociado en
este estudio, son la edad de la madre y el pais de origen, reflejando ambos
factores un grado de acumulacién pues aunque estd descrito que la vida
media del mercurio en el organismo es de unos 50 dias, un aporte continuado
a partir de la ingesta de pescado superaria la capacidad del organismo para
eliminar el mercurio (Hightower and Moore, 2003). El pais de origen o el origen

étnico de la poblacién relacionado con los hdbitos dietéticos también se ha
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asociado con los niveles de mercurio en otfras poblaciones (Bjornberg et al.,
2005;Hightower et al., 2006).

A parte de los estudios epidemioldgicos como el nuestro que dan una idea del
estado de la situacidn en cuanto a la exposicion en una determinada
poblacién asi como de sus factores asociados, es importante contar con
estudios poblacionales de exposicidon a través de la biomonitorizaciéon para
poder estudiar también la evolucion temporal de exposicion y del impacto de
las medidas que se fomen en caso necesario (Porta et al., 2008). Conocer los
niveles de exposicion de la poblacidn serd pues de gran importancia a la hora
de valorar la exposicion local al mercurio y sus potenciales consecuencias
sobre la salud y el desarrollo, asi como las medidas que puedan adoptarse a
corto y medio plazo para una poblacién determinada. Sin embargo existen
pocos datos de biomonitorizacién poblacional de este metal en Espaia,
aungue los estudios disponibles en los que se ha medido, en cualquier tipo de
poblacién y de localizacion geogrdfica, han encontrado niveles por encima
de los recomendados, lo que refuerza la necesidad de establecer sistemas de
biomonitorizacion en poblacién general, como preconiza la OMS. Existe un
mandato-encomienda de gestion del Ministerio de Medio Ambiente al ISCIII
(BOE 11/08/2007, n° 192) para redlizar un estudio de biomonitorizacion sobre
varios compuestos téxicos en poblacién espanola. Entre los compuestos a
estudio se encuentra el mercurio. La primera fase del estudio debe

proporcionar un informe a finales de 2010.

Otra forma de medir la exposicién a mercurio en una poblacién es estimando
la ingesta a partir del consumo de pescado y de su contenido en mercurio
(Domingo et al., 2007a). Sin embargo esta evaluacion de la exposicion
necesita datos que reflejen el consumo de pescado de la poblacién con
precision, las porciones consumidas y el contenido de mercurio en los
pescados mds comUnmente consumidos, incluidos los grandes depredadores
si es el caso. Ademds en el caso de la exposicion prenatal, se deberia conocer
el consumo especifico de las mujeres embarazadas. Por ello, en ocasiones, las
estimaciones obtenidas con estos métodos no se corresponden con los niveles
de biomarcadores. Otra limitacién se deriva de que las conclusiones se toman
para el conjunto de la poblacién, sin tener en cuenta la distribucion de la

exposicién, ni las recomendaciones para grupos mds vulnerable. En la
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Comunidad Valenciana en una estimaciéon reciente obtenida por dicho
procedimiento se ha considerado que no hay riesgo de sobrepasar la ingesta

semanal recomendada de mercurio (Yusa et al., 2009).

3. SOBRE EL CONSUMO DE PESCADO DURANTE EL EMBARAZO, LA EXPOSICION
PRENATAL A MERCURIO Y EL CRECIMIENTO FETAL

Debido al consumo importante de pescado en la poblacién de mujeres
embarazadas de la cohorte, incluido el de los grandes depredadores, y de los
niveles elevados encontrados de exposicion prenatal a mercurio total en los
recién nacidos, es de gran relevancia estudiar los potenciales efectos sobre el
crecimiento fetal en esta cohorte. El crecimiento fetal es de los primeros
resultados en salud reproductiva en el que se reflejan los determinantes
prenatales tanto nutricionales como de exposicidn a contaminantes, siendo un
crecimiento fetal éptimo fundamental para el posterior crecimiento y

desarrollo neuroconductual del nino (Morris et al., 1998;Richards et al., 2002).

En este estudio se ha observado un efecto adverso de la exposicion prenatal a
mercurio sobre el peso y, en menor medida, sobre la talla al nacimiento. Un
mayor nivel de exposicién prenatal a mercurio se ha asociado asi mismo con
un mayor riesgo de tener un bebé pequeno para edad gestacional para talla
pero no para peso. Un mayor consumo de atin en lata se ha asociado a
mayor peso al nacimiento. Un mayor consumo de pescado blanco se ha
asociado con un menor riesgo de tener un bebé pequeno para edad
gestacional para peso y talla, mientras que un mayor consumo de pescado
azul grande se ha asociado a un mayor riesgo de tener un bebé pequeno

para edad gestacional para peso.

Los hallazgos del presente estudio han anadido informacion a los estudios
existentes en las cohortes actualmente en marcha tanto en Europa como en
EEUU (Rogers et al., 2004;0ken et al., 2004;Halldorsson et al., 2007), que estdn
aportando datos relevantes tanto sobre determinantes medioambientales
como sobre dieta en la etapa prenatal y cuyos resultados sobre el efecto del
consumo del pescado en el crecimiento fetal son inconsistentes. Con los
resultados del presente trabajo, se ha puesto de manifiesto la relevancia de

estudiar el tipo de pescado cuando se estudia la relacién con el crecimiento
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fetal, ya que cuando se utilizd el pescado total, en modelos ajustados por
mercurio y covariables, no se observé ningun efecto del pescado sobre el
peso y ftalla al nacimiento ni sobre el riesgo de pequeno para edad
gestacional. En los modelos sin ajustar tampoco se observd efecto para el
pescado total ni los distintos grupos de pescado ni para el mercurio. Los
efectos de los tres grupos de pescado mds consumidos (atun en lata, pescado
blanco y azul grande) se observaron cuando fueron ajustados por el mercurio
y las covariables relacionadas tanto con las variables de exposicidn como con
la variable resultado. Lo mismo sucedié con el mercurio, su efecto se observd
al ser ajustado por los distintos tipos de pescado y las covariables. Sélo un
primer ajuste por las covariables hizo aparecer los efectos tanto para los
distintos tipos de pescado como para el mercurio, cada uno considerado en
modelos por separado, y cuando ademds se ajustd simultdneamente entre

ellos se observé un aumento en la magnitud de dichos efectos.

Los hallazgos sobre los efectos segin el tipo de pescado consumido son
relevantes desde el punto de vista de la Salud Publica. El atin en lata,
actualmente a debate en cuanto a su restriccién durante el embarazo (Burger
and Gochfeld, 2004;Stephenson, 2004;Consumer, 2006), y el pescado blanco
se relacionaron positivamente con algunas de las medidas al nacimiento de
peso, talla o con un menor riesgo de pequeno para edad gestacional. En
cambio, el pescado azul grande correspondiente a grandes depredadores
consumidos frecuentemente por las madres de la cohorte, se relaciond con un
mayor riesgo de tener un recién nacido pequeno para la edad gestacional
para peso independientemente del la exposicion a mercurio, por lo que ofros
contaminantes que se acumulan también en este tipo de pescado, y que no
estaban disponibles en la cohorte INMA en el momento de realizar este
frabajo, han tenido probablemente un papel en el efecto negativo. Este
hecho ha sido constatado en la cohorte danesa en la que se encontré un
efecto negativo del pescado graso sobre el crecimiento fetal asociado a la
exposicién a los PCB que se acumulan en la grasa del pescado (Halldorsson et
al., 2008).

En este trabajo es la primera vez, segun nuestra revision de la bibliografia, que
se pone de manifiesto un efecto adverso de la exposicidn prenatal a mercurio

sobre el crecimiento fetal. Aunque indudablemente este hallozgo necesita
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mds investigacién y confirmacion, es importante tenerlo en cuenta, junto con
los hallazgos de los efectos de los distintos fipos de pescado, a la hora de
valorar posibles intervenciones para reducir la exposicién a corto plazo en la
poblacién diana, entre las que se encuentra la recomendaciéon de consumo
de pescado durante el embarazo, ya que un crecimiento fetal éptimo es
fundamental para el desarrollo posterior del nino. Ademds serd muy importante
evaluar la repercusion de esta exposicion prenatal a mercurio en el
crecimiento y desarrollo neuroconductual posterior de los ninos de la cohorte
teniendo en cuenta los efectos que ya ha tenido el mercurio sobre el

crecimiento fetal.

Por otra parte, la ingesta de pescado o los niveles de omega 3, principalmente
de DHA, durante el embarazo se han relacionado por si mismos, es decir sin
mediacién del crecimiento fetal, con efectos a largo plazo sobre la salud
infantil. A parte de los estudios de exposicidn prenatal a mercurio y sus efectos
sobre el desarrollo neuroconductual posterior que hemos visto en el apartado
de la exposicidon prenatal a mercurio, en un estudio de suplementacién con
aceite de pescado en embarazadas, aungue no se observd efecto sobre el
crecimiento fetal, los ninos de las madres suplementadas mostraron un mejor
desarrollo cognitivo a los 4 anos (Helland et al., 2003). Los niveles de DHA en
sangre materna durante el embarazo también se han relacionado con un
mejor desarrollo de la atencién en la infancia (Colombo et al., 2004) y los de
DHA en sangre de corddn con una mejor maduracion visual a las 50 y 60
semanas de vida (Malcolm et al., 2003); sin embargo otros estudios no han
encontrado efectos entre el DHA en sangre de corddn y el desarrollo
neuroconductual posterior (Ghys et al., 2002;Bakker et al., 2003). Aunque los
estudios mencionados hacen referencia mds bien a la parte positiva del
pescado, es decir el DHA aportado por el mismo, la inconsistencia de los
resultados se debe probablemente al equilibrio entre nutrientes beneficiosos y
contaminantes, al provenir ambos de la misma fuente (Sakamoto et al., 2004).
Ademds la ingesta de pescado durante el embarazo se ha relacionado con
un menor riesgo de desarrollar eczema, atopia y sibilantes en la infancia
(Dunstan and Prescott, 2005;Romieu et al., 2007).

Finalmente, una reflexion sobre el considerable refraso en el estudio de las

repercusiones del mercurio sobre la salud fetal e infantil desde que se conocen

103



Discusion

sus potenciales efectos sobre el neurodesarrollo. Desde que se reconoce la
vulnerabilidad fetal a la exposicién a mercurio en el accidente de Japdn (anos
50), se estudian los potenciales efectos en comunidades con gran consumo de
pescado en las cohortes de Nueva Zelanda, Islas Faroe, Islas Seychelles (finales
anos 80, principio de los 90), se implementa un programa en el Mediterrdneo
en los anos 80 para evaluar la exposicidn y posibles efectos, hasta que
empieza a producirse evidencia cientifica en comunidades con bgjo o
moderado consumo de pescado, a partir de 2004, han transcurrido mds de 40
anos. El principal reto para la epidemiologia en todos esos anos ha sido
estudiar la sutilidad de los efectos producidos por la exposicidén crénica a dosis
bajas de compuestos con conocida neurotoxicidad, es decir pequenas
desviaciones de la normalidad que sin embargo tienen una repercusion
poblacional como ya ha sido evidenciado en el caso del plomo (Davis and
Grant, 2003) con un considerable retraso desde que se describieron sus efectos
adversos, retraso que ha vuelto a repetirse en el caso del mercurio. La
exposicidon crénica a dosis bajas de contaminantes ambientales de conocida
neurotoxicidad pueden ser los causantes del aumento que se estd
produciendo en los Ultimos anos de los trastornos del neurodesarrollo y del
comportamiento del nino, lo que Grandjean y Landrigan han llamado la

epidemia silenciosa (Grandjean and Landrigan, 2006).

4. SOBRE LAS LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Como en cualquier estudio epidemiolégico, para evaluar la validez de un
estudio de cohorte es preciso evaluar el papel de los sesgos, del azar y de los
factores de confusion como posibles explicaciones alternativas a los resultados

encontrados (Hennekens and Buring, 1987).

La baja tasa de participacion en el estudio, del 54%, podria afectar a la
generalizacién de los resultados al resto de la poblacién diana, sobre todo si
las caracteristicas de las mujeres que no participan son diferentes de las
incluidas en el estudio. Sélo se pudieron comparar algunos datos
sociodemogrdficos ya que al rechazar la participaciéon no se disponia de
mayor informacién para esas mujeres (Rodriguez et al., 2006). Las mujeres que

aceptaron tenian una edad similar a las que rechazaron pero trabajaban en

104



Discusion

una mayor proporcion. Debido a las caracteristicas del estudio, con un
seguimiento reglado en varias ocasiones durante el embarazo y el seguimiento
posterior del nino, es posible que las mujeres que trabajaban fuvieran una
mayor independencia para readlizar el seguimiento y tomar una decision sin
contar con la pareja. Respecto al posible sesgo de no participacion, este
tendria lugar si la no participacion estuviera relacionada tanto con el factor de
exposicidn como con oftros factores que afectasen al resultado en salud
estudiado. En este estudio la variable trabajar durante el embarazo no se
relaciond con el consumo de verduras ni con el de pescado; es mds, POCOs
factores sociodemogrdficos (la edad, la estacidén en el momento de la
concepcion y la residencia rural) se relacionaron con la ingesta de los
alimentos estudiados. La edad se relaciond con una menor consumo de
verduras y de pescado, pero como hemos visto la edad era similar tanto en las
madres que aceptaron como en las que rechazaron la participacién. Por otra
parte sélo hubo un 4% de pérdidas de seguimiento entre el reclutamiento de

las madres y el parto lo que asegura la validez interna del estudio.

Para la evaluacion del consumo de alimentos se utilizd un cuestionario de
frecuencia alimentaria que, aungue es especialmente apropiado para
muestras grandes y evaluacion de ingesta a largo plazo, estd sujeto a posible
mala clasificacién sobre todo cuando se aumenta el nimero de items
relacionado con un grupo de dlimentos. Sin embargo, el tipo de mala
clasificacién en un estudio de cohorte suele ser no diferencial debido a que el
resulfado en salud no es conocido cuando se mide la exposicidon, por
cuestionario o mediante biomarcador, teniendo como consecuencia una
estimacion mds baja del verdadero efecto. Por otra parte, las muestras de
mercurio se analizaron en un laboratorio de referencia que desconocia
cualquier caracteristica de los nifos analizados o de sus madres, como el
consumo de pescado. La toma de muestra sdlo pudo ser realizada
aproximadamente en un 60% de los recién nacidos debido a la dificultad
logistica propia del parto, sin embargo no hubo diferencias entre las madres ni
los recién nacidos de los que disponian de muestra respecto de los que no
respecto a los factores de exposicidn o a las variables dependientes. Las
medidas anfropométricas del recién nacido fueron tomadas por las

enfermeras del hospital con los mismos aparatos de medicidon para todos y
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desconociendo los factores de exposicidon, por lo que en caso de existir mala

clasificacion ésta serd no diferencial.

Los efectos hallados en el riesgo de pequeno para edad gestacional de peso
y falla para el bajo consumo tanto de verduras como de algunos pescados
son de una magnitud mayor de la que suele ser descrita en estudios
epidemioldgicos similares; sin embargo la amplitud de los intervalos de
confianza indican un tamano muestral pequeno por categoria de consumo,
por lo que una mala clasificacién de algin recién nacido en alguna de las
categorias de consumo, aun siendo no diferencial, podrian dar lugar a
resultados diferentes. La similitud de los efectos encontrados para el riesgo de
pequeno para edad gestacional con el peso y la talla ajustados en escala
continua corroboran sin embargo los resultados. Por ofra parte, no ha sido
posible el estudio de la relacién entre el consumo de los distintos tipos de
verduras vy las variables resultado debido a la falta de potencia, por lo que el
estudio conjunto con los datos de las ofras cohortes del proyecto INMA en el
futuro aportard un valor anadido para el estudio tanto de los factores

nutricionales como medioambientales al aumentar el tamano de la muestra.

Por Ultimo, los factores de confusion se han medido mediante cuestionarios
estructurados administrados a las mujeres por entrevistador entrenado pero,
aunque se han estudiado muchas variables, no podemos descartar la

existencia de confusores no medidos.

5. SOBRE LAS IMPLICACIONES EN SALUD PUBLICA DEL ESTUDIO

Los hallazgos de los trabajos que componen esta tesis tienen relevancia desde
el punto de vista de la Salud Publica. El estudio del consumo de frutas y
verduras durante el embarazo ha identificado una proporcién considerable de
mujeres que necesitarian ser identificadas por el sistema de salud y recibir un
consejo nutricional apropiado durante el seguimiento de su embarazo para
que su consumo se adecue a las recomendaciones actuales. Los hallazgos de
este estudio refuerzan las pruebas de que un consumo frecuente de verduras
(al menos un plato principal al dia) es necesario para reducir el riesgo de

retraso de crecimiento fetal.
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Los niveles de mercurio observados en la poblacién de estudio son elevados,
con una proporciéon muy elevada de recién nacidos con niveles por encima
de los recomendados por la agencia de proteccion del medio ambiente de
EEUU (US EPA). Desde la Salud PUblica debe tenerse en cuenta que en este
estudio se han hallado efectos de la exposicidn a mercurio en el crecimiento
fetal, peso y ftalla, con las consiguientes repercusiones para el posterior
desarrollo del nino. Por ofra parte, no se puede obviar que los niveles
enconfrados son superiores a los niveles descritos en algunas cohortes que
estdn encontrando efectos adversos en el neurodesarrollo infantil (Oken and
Bellinger, 2008), por lo que los niveles en la poblacién de estudio pueden tener
repercusiones potenciales sobre el neurodesarrollo posterior. Aunque para
generalizar estos hallazgos a la poblacion diana e incluso a la poblacién de la
Comunidad Valenciana tengamos que ser prudentes, como ya hemos visto en
las limitaciones, no parece probable se haya sesgado la muestra del estudio
hasta el punto de que estos datos no sirvan como una primera estimacién de
la situacidon de exposicion a mercurio, al menos en el drea de estudio, donde
esta exposicidon era desconocida hasta ahora. Prdcticamente todos los
estudios realizados en Espana en distinfas poblaciones y localizaciones
geogrdficas corroboran nuestros hallazgos ya que han hallado siempre niveles
elevados (Ramon and Ballester, 2008). Una de las implicaciones desde el punto
de vista de Salud Publica es que parece necesario el confirmar estos datos
mediante biomonitorizacién, de al menos las poblaciones vulnerables
(embarazadas y nifos), lo que permitiia también hacer comparaciones
temporales en el futuro. Por ofra parte, las medidas inmediatas para disminuir
la exposicidn deberian de pasar por un debate sobre el consumo de pescado
en poblacién vulnerable, teniendo en cuenta las condiciones locales de
consumo de pescado ya que éste se ha identificado como la principal via,

aungue no la Unica, responsable de los niveles prenatales de mercurio.

Desde un punto de vista global es necesario que se tomen las medidas
necesarias para evitar la emision de este metal al medio ambiente, a parte del
control de la explotacidén de las minas, la reconversién de la industria y el
control de la incineracion de residuos, la aplicacion estricta de la prohibicién
de venta de los excedentes de mercurio a paises en desarrollo es una medida

necesaria para evitar de esta forma que se cierre un ciclo en el que se ven al
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final afectadas también las poblaciones mds desfavorecidas del planeta

(European Commission, 2006).
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CONCLUSIONES

Sobre el estado de la pregunta de investigacién

1. Existe poca evidencia cientifica sobre el papel de la ingesta de fruta vy

2.

verdura durante el embarazo y el crecimiento fetal.

Hasta la actualidad ningun estudio habia demostrado una asociacion
negativa entre la exposicidén prenatal al mercurio y el crecimiento fetal. El

hallazgo en este estudio necesita investigacion posterior.

Sobre el consumo de frutas y verduras y su efecto en el crecimiento fetal

Una proporcidon importante de mujeres, aproximadamente el 40%,
consumen verduras por debajo de las recomendaciones vigentes de 3-4

porciones al dia.

El bajo consumo de verduras durante el embarazo se ha asociado
negativamente al peso y la talla de los recién nacidos y a un aumento del

riesgo de tener un bebé pequeno para edad gestacional de peso y talla.

El bajo consumo de frutas no se ha asociado con crecimiento fetal.

Sobre la exposicidon prenatal al mercurio y su efecto en el crecimiento fetal

6.

Las concentraciones de mercurio total medido en sangre de corddn son
elevados, el 72% de los recién nacidos superan los niveles recomendados
por la US. EPA. Los niveles hallados son mds elevados que los descritos en
otras cohortes europeas y americanas, siendo similares a los descritos en
poblaciones con elevado consumo de pescado como Japdn, Taiwdn y

Hong Kong.

Las concentraciones de mercurio en el momento del nacimiento se han
asociado con una disminucién del peso vy la talla del recién nacido y con
un mayor riesgo de tener un bebé pequeno para edad gestacional para

talla.
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Sobre el consumo de pescado durante el embarazo y su efecto en el

crecimiento fetal

8. Los tres grupos de pescado mds consumidos fueron el blanco, el atin en

lata y el pescado azul graso de gran tamafo. El pez espada y el atin
fresco, pescados cuyo consumo se limita en algunos paises,

constituyeron el 17% del consumo total.

El consumo de pescado blanco y de atin en lata se ha asociado
positivamente con el peso o talla al nacimiento y con un menor riesgo de

tener un bebé pequeno para edad gestacional de peso.

10. El consumo de pescado graso grande (pez espada o atin fresco) se ha

asociado a un mayor riesgo de tener un bebé pequeno para edad

gestacional para peso, independientemente del contenido en mercurio.

RECOMENDACIONES

110

La identificacién de mujeres con un consumo bajo de fruta y verdura y un
consejo dietético en el marco de una alimentacién adecuada durante el
embarazo deberian ser incorporados a la prdctica clinica debido a la gran
importancia de la alimentacion durante el embarazo y el desarrollo fetal e

infantil.

Creemos justfificado recomendar que desde las administraciones sanitarias
y las sociedades cientificas se avance en un debate que concluya con
unas recomendaciones consensuadas sobre consumo de pescado durante
el embarazo. Las distintas estrategias para disminuir el riesgo de exposicion
a mercurio deberian considerar los hdbitos locales de consumo de
pescado, el contenido de mercurio en el mismo asi como la identificaciéon

de las mujeres a riesgo de exposicion prenatal a mercurio.

Seria recomendable establecer un programa de vigilancia sanitaria de los
alimentos que asegurara el control del contenido de mercurio del pescado

que llega a los puntos de distribucién de alimentos, evitando que se
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comercialice el pescado que supere los limites contemplados en la

legislacion.

El efecto de la exposicion prenatal a mercurio deberia tenerse en cuenta

en las recomendaciones de consumo de pescado a las mujeres

embarazadas.

El estudio en la cohorte INMA de la asociacién de la exposicion prenatal a
mercurio y del consumo de pescado materno durante el embarazo con el
neurodesarrollo infantil permitird afadir informacion al riesgo potencial de

la exposicidn prenatal a mercurio.
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Anexos

ANEXO 1: Ramon R, Ballester F. Prevention of early in life mercury exposures: no

more unnecessary delays. J Epidemiol Community Health 2008; 62(5):378-379.
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Speakers’ corner

Prevention of early in life mercury
exposures: N0 more unnecessary
delays

“Take some more tea”, the March Hare said to Alice, very
earnestly.

“T've had nothing yet”, Alice replied in an offended tone, “so I
can’t take more”.

“You mean you can’t take less”, said the Hatter: “it’s very easy to
take more than nothing”

Alice in Wonderland. Lewis Carroll

Known since the 19th century, the adverse neurological effects
of mercury experienced by the felt-hat workers called “the
madness of hatters” were graphically described in chapter 7, “A
Mad Tea-Party”” by Lewis Carroll. Mercury and its compounds
are now considered a threat to human beings, ecosystems and
wildlife owing to their high toxicity and persistence in the
environment. For this reason, the European Commission
presented its Community Mercury Strategy, a global action
plan to address mercury pollution in 2005.!

Fish consumption is the main source of human exposure to
methylmercury in developed countries. Methylmercury crosses
both the placental barrier and the blood-brain barrier, poten-
tially affecting neurological development even before birth.
Exposure of pregnant women, women of child-bearing age, and
children is therefore of greatest concern. A variety of prevalent
neurobehavioural disorders in children have been linked to
exposure to environmental pollutants during development—
some pollutants such as methylmercury being better charac-
terised than others—and are therefore preventable if environ-
ments are made safer. These disorders constitute what has been
called the “silent pandemic” by Grandjean and Landrigan,” and
are a real burden for families and for society.

There has been concern about mercury exposure in
Mediterranean populations for decades. This led the World
Health Organization (WHO-UNEP) in the 1980s to implement
a programme (MED POL) to assess human exposure to and
potential health effects of mercury.® Results showed a wide
range of exposure, with particularly high levels in some regions
and islands and in some populations such as fishermen and their
families, as well as a correlation between seafood consumption
and mercury levels.

The existence of a considerable gap between these first results
and the scarcity of subsequent studies in Mediterranean
populations is noteworthy. The few recent studies performed
in the Mediterranean showed high levels of exposure to mercury
in Spanish children® and in pregnant Greek women’; whereas a
low level of prenatal exposure has been reported in Istanbul,
Turkey.® Studies on potential health impacts of such exposures,
especially concerning prenatal exposure and reproductive out-
comes, are even more scarce bearing in mind that the results
from the three cohorts (the Faeroe Islands, the Seychelles
Islands and New Zealand) that raised concern about adverse
health effects of prenatal exposure through maternal fish
consumption date from the late 1980s. Some preliminary results
on adverse outcomes have been published in Italy.”

To protect the fetus and young children from mercury
exposure, the US Food and Drug Administration has developed
guidelines of fish consumption during pregnancy and early
childhood.® The European Food and Safety Authority has also

issued recommendations to the member states (not all the states
have adopted them and the versions in those that have vary as
does their diffusion).” ** In Spain, although it has been debated,
recommendations have not yet been implemented."

Local circumstances such as population fish consumption,
mercury content of the more frequently consumed fish and
biomonitoring of mercury exposure in vulnerable populations
should guide such decisions. For example, some studies reveal
that in Spain, swordfish has mercury levels several times higher
than those of the other commonly eaten fish. Moreover, the few
available studies measuring mercury levels in Spanish popula-
tions show that high levels are found wherever measured.® °
On the other hand, the possible public health impact of such
advice on fish consumption behaviour should always be
evaluated in order not to diminish potential health benefits
from important nutrients also contained in fish.

Thus, clear and accurate information on mercury exposure
and related fish consumption must be provided to women,
health professionals and also to the general population. Above
all, information for pregnant women, in the context of
nutritional counselling during pregnancy, seems crucial since
they have the ultimate responsibility for their children. In Spain,
as in other Mediterranean countries, this issue needs to be
urgently addressed.
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ANEXO 2: Lo que Usted Necesita Saber Sobre el Mercurio en el Pescado v los

Mariscos.
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/Nl seguir estas tres recomendaciones al seleccionar y comer el pescado o marisco, las mujeres y los

5Consejos gje
Sequridad

nifios recibirdn los beneficios de comer pescado y mariscos, y podrdn confiar en que habran reducido su

exposicién a los efectos dafiinos del mercurio.

1 = No coma carne de 2 » Puede comer hasta 12 onzas (dos comidas 3 = Consulte los avisos locales sobre la

tiburén, pez espada, seguridad del pescado capturado por
caballa (King Mackerel)
o lofolatilo (Tilefish)

porque contienen altos

promedio) a la semana de diferentes pescados o

mariscos que sean bajos en mercurio. sus familiares y amigos en los lagos,

rios y 4reas costeras locales. Si no hay

 Cinco de los pescados que se comen con mayor frecuencia o inf i6n di ibl d
nlnguna mrormacion lsponl e, pue €

que son bajos en mercurio son los camarones, el atin

niveles de mercurio. comer por semana hasta seis onzas (una

1 laro, el salmén, el llock: | b . .
enlatado claro, el salmén, el gado (pollock) y el pez gato omiih promedie) de peseadlo e au
® Otro pescado que se come comtnmente es el attin albacora ~ a84as locales, pero no consuma ningiin
(blanco) que tiene més mercurio que el atinenlatado claro. otro tipo de pescado durante la semana.
Por lo tanto, cuando escoja sus dos alimentos de pescado

y mariscos, puede comer hasta seis onzas (una comida

promedio) de attin albacora por semana.

cuando ali

Siga estas r

te a sus hijos pequefios con pescado o mariscos, pero sirvale porciones menores.

Visite el sitio Web sobre la sequridad de los alimentos de la Administraciéon de Alimentos y

Medicamentos www.cfsan.fda.gov o el sitio Web del aviso sobre el pescado de la Agencia de
Proteccién Ambiental www.epa.gov/ost/fish para consultar la lista de niveles de mercurio en
el pescado.

Nota:

St tiene alguna
prequnta o piensa que
bha estado expuesto

a grandes cantidades
e mercurto metilico,

consulte con su doctor

0 proveedor de alencion
o B ap

médica inmediatamente.

{ Qué es el mercurio y el mercurio metilico?

El mercurio se genera naturalmente en el medio ambiente
y también puede ser emitido al aire por medio de la
contaminacién industrial. El mercurio cae del aire y se
acumula en corrientes fluviales y océanos, y se convierte
en mercurio metilico en el agua. Este es el tipo de mercurio
que puede ser dafiino para los fetos y nifios pequefios.

Los peces absorben el mercurio metilico, que se acumula
en sus cuerpos, a medida que se alimentan en dichas aguas.
Algunas variedades de pescados y mariscos acumulan més
mercurio metilico que otras, dependiendo de cémo se
alimenten. Esto hace que los niveles de mercurio varfen.

Soy una mujer en edad fértil, pero no estoy
embarazada, (por qué tengo que estar preocupa-
da por el mercurio metilico?

Si usted come regularmente pescado con niveles elevados
de mercurio metilico, éste puede acumularse en sus vias
sangufneas con el paso del tiempo. El mercurio metilico
se elimina naturalmente del cuerpo, pero puede tomar un
afio para que los niveles bajen dramaticamente. Por lo
que el mercurio puede estar presente en las mujeres antes
de que queden embarazadas. Esta es la razén por la cual
las mujeres que estén tratando de quedarse en estado
también deben evitar comer algunos tipos de pescado.

l H ay mercurio metilico en todos los pescados y
mariscos?

Casi todos los pescados y mariscos contienen rastros

de mercurio metilico. Sin embargo, los peces de mayor
tamafio que hayan vivido més tienen niveles mds altos

de mercurio metilico porque han tenido més tiempo para
acumularlo. Estos peces grandes [pez espada, tiburén,
caballa (King Mackerel) y lofolatilo (Tilefish)] representan
un riesgo mayor. Otros tipos de pescados y mariscos
pueden ser ingeridos en las cantidades recomendadas por

la FDA y la EPA.

Yo no veo el pescado que suelo comer identificado
en el aviso. {Qué debo hacer?

Si desea mas informacién sobre los niveles en los varios
tipos de pescados que come, consulte el sitio Web de la

FDA para la seguridad de los alimentos o el sitio Web de
la EPA para los avisos relacionados con el pescado.

A Que’ ocurre con los pescados procesados
en “palitos de pescado” (fish sticks) y los
sdndwiches de comida rdapida?

Los “fish sticks” y los séndwiches de comida rapida
comtinmente estdn hechos con pescados bajos en
mercurio.

Loa condejos sobre el atiin enlatado estin
delineadods en el aviso, pero {qué se aconseja
para las rodajas de atiin?

Debido a que las rodajas de atin generalmente
contienen niveles més altos de mercurio que el atin
claro enlatado, cuando escoja dos alimentos de
pescado y marisco, puede comer hasta seis onzas
(una comida regular) de rodajas de attin por semana.

l Qaé pada si comemos mdds de la cantidad
recomendada de pescado y marisco en una
semana?

El consumo de peSCadO que se realiza €n una semana
no modifica considerablemente el nivel de mercurio
metilico en el cuerpo. Si come mucho pescado en una
semana, debe reducir la cantidad durante una o dos
semanas después. Sélo asegtirese de que coma el
promedio de la Cantidad reComendada Cada semana.

l Da’nae puedo conseguir informacién sobre
la vequridad del pescado capturado de manera
recreativa por familiares y amistades?

Antes de pescar, consulte el folleto de regulaciones
sobre la pesca para obtener informacién sobre el
pescado capturado de manera recreativa. También
pucdc ponerse en contacto con su departamento de
salud local para obtener informacién sobre los avisos
locales. Debe consultar los avisos locales debido a
que algunos tipos de pescados y mariscos capturados
en sus aguas locales pueden tener niveles mayores o
menores a los niveles promedios de mercurio. Esto
depende de los niveles de mercurio en el agua donde
los pescados han sido capturados. Aquellos pescados
que tienen niveles mucho més bajos pueden comerse
con mayor frecuencia y en cantidades mayores.
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Anexos

ANEXO 3: Ramon R, Ballester F, Rebagliato M, Ribas N, Torrent M, Fernandez M
et al. [The Environment and Childhood Research Network ("INMA" network):
study protocol]. Rev Esp Salud PUblica 2005; 79(2):203-220.
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RESUMEN

Cada vez existe mayor evidencia de la influencia de la dieta y de
la exposicion a dosis bajas de toxicos durante la etapa prenatal y pri-
mera infancia sobre la salud y el bienestar en etapas posteriores de la
vida. Siguiendo las recomendaciones de la OMS y de la Unién Euro-
pea en el aio 2003 se constituy6 la Red de Investigacion Cooperati-
va Infancia y Medio Ambiente para estudiar los efectos del medio
ambiente y la dieta en el desarrollo fetal e infantil en diversas zonas
geograficas en Espafa. La Red integra diversos grupos multidisci-
plinares de investigacion y estd constituida por seis cohortes, tres
preexistentes y tres de novo, que seguiran de forma prospectiva a
3.600 mujeres embarazadas, desde el inicio del embarazo hasta los 4-
6 afios del nifio. Los objetivos generales de la red son: (1) Describir
la exposicion individual a toxicos ambientales durante la gestacion y
la primera infancia. (2) Evaluar los efectos de la exposicion a toxicos
y de la dieta en el desarrollo fetal e infantil. (3) Evaluar la interaccion
entre factores toxicos, nutricionales y genéticos en el desarrollo fetal
e infantil. El seguimiento se realiza en cada trimestre de la gestacion,
al nacimiento, al afio y hasta los cuatro o seis afios del nifio. La infor-
macion se recoge mediante cuestionarios, datos clinicos, explora-
cion fisica, ecografias, biomarcadores y mediciones ambientales. En
este trabajo se presentan las caracteristicas generales de la red y se
describe la situacion actual de cada una de las cohortes.

Palabras clave: Infancia. Medio ambiente. Dieta. Estudio de

cohortes. Embarazo. Efectos Tardios de la exposicion prenatal. Pre-
vencion. Nutricion prenatal.
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ABSTRACT

The Environment and Childhood
Research Network («INMA» Network):
Study Protocol

Increasingly greater evidence exists as to the influence which
diet and exposure to low doses of toxic substances during the prena-
tal stage and early childhood has on health and well-being throug-
hout later stages of life. Following the WHO and European Union
recommendations in 2003, the Cooperative Environment and Child-
hood Research Network was set up to study the effects of the envi-
ronment and diet on fetal and early childhood development in diffe-
rent geographical areas of Spain. This Network integrates different
multidisciplinary research groups and is comprised of six cohorts -
three pre-existing and three de novo - which will follow up prospec-
tively 3,600 pregnant women, from the start of pregnancy up to age
4-6 years of the child. This network's general objectives are: (1) To
describe individual exposure to toxic substances in the environment
during gestation and early childhood. (2) To evaluate the effects of
exposure to toxic substances and diet on fetal and early childhood
development. (3) To evaluate the interaction among toxic, nutritional
and genetic factors in fetal and early childhood development. The
follow-up is done every three months during gestation, at birth, at
age one and up to age four or six. The information is gathered by
means of questionnaires, clinical data, physical examinations, echo-
graphs, biomarkers and environmental measurements. The general
characteristics of the network and a description of the current situa-
tion of each one of the cohorts are provided in this study.

Key words: Childhood. Environment. Diet. Cohort Studies.
Pregnancy. Prenatal exposure delayed effects. Prevention. Prenatal
nutrition.
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DESCRIPCION GENERAL
Antecedentes

Desde el momento de la concepcion del
ser humano, los insultos quimicos del medio
ambiente pueden afectar el desarrollo fetal y
determinar la estructuracion de los sistemas
y su funcién. 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 cuyo crecimiento
puede verse modificado por las exposiciones
ambientales, como es el caso de la funcion
respiratoria. La disrupcion hormonal consti-
tuye una de las vias a través de las cuales el
medio ambiente interviene en estos proce-
sos. La dieta, tanto de la madre durante la
gestacion y la lactancia como la del nifo
durante la primera infancia, constituye uno
de los mecanismos fundamentales a través
del cual el medio ambiente puede afectar el
desarrollo fetal e infantil desde una doble
vertiente: ingesta de alimentos y agua como
portadores de toxicos ambientales y alerge-
nos; y dieta como vehiculo de agentes pro-
tectores frente a los insultos ambientales,
como ocurre en el caso de los nutrientes
antioxidantes.

En la declaracion de Bangkok en marzo
de 2002 la OMS declaraba la prioridad de
estudiar de forma multicéntrica y en centros
de excelencia los efectos de la exposicion a
dosis bajas de contaminantes en el desarrollo
de los niflos desde la etapa prenatal a la ado-
lescencial. En junio de 2004 los ministros de
Salud y Medio Ambiente de la Region Euro-
pea de la OMS firmaron un Plan de Accion
de Salud Infantil y Medio Ambiente en el
que se marcan objetivos para la reduccion de
la mortalidad y la morbilidad por enferme-
dades relacionadas con la contaminacion
ambiental, con especial atencion al embara-
zo, la infancia y la adolescencia®. En dicho
plan se reconoce la necesidad de la colabora-
cion internacional y de la investigacion.

Por otra parte el Convenio de Estocolmo,
recientemente ratificado por Espafia, men-
ciona el compromiso de los firmantes para
realizar tareas de investigacion sobre los
niveles ambientales y de dosis interna de
xenobioticos en la poblacion general’. La
Union Europea en el VI Programa Marco de
Investigacion plantea como area prioritaria
(1.1.5 Food Quality and Safety)* la investi-
gacion de la influencia de los alimentos y
factores ambientales en la salud de grupos
especificos, tales como los nifios, mediante
el estudio de complejas interacciones entre
las exposiciones ambientales, la ingesta de
alimentos y factores metabolicos, inmunita-
rios y genéticos.

Mas recientemente la Unidn Europea ha
puesto en marcha una estrategia para reducir
las enfermedades relacionadas con factores
ambientales, con especial atencion a los gru-
pos mas vulnerables de la sociedad, en parti-
cular a la infancia’. La nueva estrategia de
medio ambiente y salud incorpora un plante-
amiento 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 conoci-
mientos sobre los problemas sanitarios vin-
culados con la degradacion del medio
ambiente, con el fin de prevenir las nuevas
amenazas a la salud derivadas de la contami-
nacién ambiental. La estrategia recibe la
denominacion de SCALE, correspondiente
al acronimo en inglés de los cinco elementos
clave en los que descansa (Science, Chil-
dren, Awareness, Legal instrument, Evalua-
tion). La estrategia se aplicara en varios
ciclos. El primero, correspondiente al perio-
do 2004-2010, se centrara en cuatro efectos
sobre la salud: a) las enfermedades respira-
torias infantiles, el asma, las alergias; b) los
trastornos del desarrollo neurologico; c) el
cancer infantil; y d) los efectos de perturba-
cion endocrina.

La red de investigacion cooperativa
Infancia y Medio Ambiente (Red INMA)

Rev Esp Salud Publica 2005, Vol. 79, N.° 2
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Figura 1

Logo del Proyecto INMA

Infancia y Medio Ambiente

(logo en figura 1) se constituye en el 2003
para estudiar los efectos del medio ambiente
y la dieta en el desarrollo fetal e infantil en
diversas zonas geograficas en Espafia. La
Red integra diversos grupos de investiga-
cion (figura 2) con amplia experiencia en el
campo de la contaminacion ambiental y la
nutricion y esta formada por 6 cohortes, 3
creadas de novo y 3 preexistentes (tabla 1)
que seguiran a unas 3.600 mujeres embara-
zadas y sus recién nacidos. La Red se basa en
la experiencia adquirida por las cohortes de
Ribera d’Ebre y Menorca que han estudiado
el efecto de los compuestos organoclorados
y metales pesados sobre ¢l desarrollo neuro-
conductual del nifio, y los efectos de la con-
taminacion atmosférica y del interior de las
casas en el desarrollo de alergia y asma. La
cohorte de Granada aporta su experiencia en
el estudio de los efectos de los disruptores
endocrinos sobre el desarrollo sexual, y la de
Valencia ha generado las hipdtesis nutricio-
nales, como el efecto de nutrientes antioxi-
dantes en el desarrollo de la preeclampsia y
retardo del crecimiento intrauterino, el efec-
to de los acidos grasos esenciales en el desa-
rrollo fetal e infantil, y la interaccion entre
contaminantes y nutrientes. Durante el pri-
mer afio de la constitucion de la Red INMA
se realizo un esfuerzo conjunto para el desa-
rrollo de un protocolo de estudio que inte-
grara la experiencia de las cohortes ya exis-
tentes con el planteamiento de nuevas hip6-

Rev Esp Salud Publica 2005, Vol. 79, N.° 2
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tesis y métodos de medicion, lo cual permite
una evaluacion mas exhaustiva e integral de
diferentes exposiciones ambientales sobre el
desarrollo fetal e infantil. Este protocolo se
estd actualmente implementando en las
cohortes constituidas de novo (Asturias,
Sabadell y Valencia) y dirigiendo el segui-
miento y la explotacion de los biobancos y
bases de datos de las cohortes ya existentes
(Granada, Menorca y Ribera d” Ebre).

La descripcion pormenorizada de las are-
as de investigacion desarrolladas dentro de
la Red INMA ya ha sido descrita’. El objeti-
vo de este articulo es presentar las caracteris-
ticas generales de la red y describir la situa-
cion actual de cada una de las cohortes
implicadas.

Estado actual del tema

La exposicion pre y posnatal a contami-
nantes ambientales tiene efectos reproducti-
vos tanto al nacimiento (retardo de creci-
miento intrauterino, prematuridad, alteracio-
nes del desarrollo neurologico) como sobre
la salud en etapas posteriores de la vida,
incluyendo morbilidad en la edad adulta por
cancer, asma y alergia, enfermedades car-
diovasculares, alteraciones cognitivas, etc.
De la misma forma la dieta y la nutricion
durante la etapa fetal y primera infancia es
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Tabla 1
Cohortes en INMA
Nuamero
Poblacion Afios de inclusién previsto de 4 afios 6 afios
niinos
Ribera d’Ebre 1997/99 100 2001/03 2003-2005
Menorca 1997/98 500 2001/02 2004
Granada 2001/02 700 2005/06 -
Valencia 2003/05 1.000 2007/2009 -
Sabadell 2004/05 800 2008/2009 -
Asturias 2004/05 500 2008/2009 -
Total 3.600

fundamental para el correcto desarrollo
infantil asi como para la salud posterior. Es
lo que se conoce como el origen fetal de las
enfermedades’?.

La exposicion a contaminantes ambienta-
les a través del aire, suelo, agua y alimentos
es universal. Los niflos son especialmente
vulnerables ya que sus mecanismos de des-
intoxicacion no estan completamente des-
arrollados y sus 6rganos estan en formacion.
Ademas estan mas expuestos que los adul-
tos, un niflo menor de 5 aflos consume de tres
a cuatro veces mas comida y bebe mas agua
y zumos que un adulto por unidad de peso
corporal. Se ha estimado que el 50% de la
exposicion a pesticidas a lo largo de la vida
tiene lugar en los primeros 5 afios’. Por otro
lado poco se conoce sobre la susceptibilidad
individual a ciertos quimicos, lo que hace
necesario estudios que integren la interac-
cioén gen-ambiente.

Los compuestos organicos persistentes
(COPs), incluyendo los compuestos organo-
clorados y algunos metales (plomo, metil-
mercurio), se ingieren principalmente por el
consumo de alimentos grasos como el pesca-
do y la carne. Los COPs se han relacionado
con retardo de crecimiento intrauterino, pre-

Rev Esp Salud Publica 2005, Vol. 79, N.° 2
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maturidad, con el ritmo de crecimiento pos-
natal y con alteraciones menores del desa-
rrollo neuroconductual'%!2. Algunas de estas
sustancias quimicas son capaces de alterar la
homeostasis hormonal, por lo que se les
conoce como disruptores endocrinos (DE).
El desequilibrio hormonal provocado por los
DE tanto en las fases de desarrollo embrio-
nario y fetal como en la primera infancia
podria contribuir a la etiopatogenia de trans-
tornos funcionales y organicos identificados
como factores de riesgo para enfermedades
de aparicion tardia. La asociacion entre alte-
raciones de la maduracion genital masculina
(criptorquidia e hipospadias) con alteracio-
nes de la funcidn testicular (calidad del
semen) y cancer de testiculo o de menarquia
precoz con cancer de mama son un buen
ejemplo de la hipotesis de exposicion tem-
prana con consecuencias posteriores!>. La
contaminacion atmosférica (particulas y
gases) se ha asociado con un incremento de
la mortalidad infantil y con problemas de
salud como asma y alergia'®. Sobre su aso-
ciacioén con trastornos reproductivos existe
menor evidencia cientifica'’. Los productos
de desinfeccion del agua de bebida, trihalo-
metanos, también se han relacionado con
malformaciones congénitas y retardo de cre-
cimiento intrauterino'®.
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Existe cada vez una mayor evidencia
sobre la influencia de la dieta durante el
embarazo y los primeros meses de vida en el
desarrollo fetal e infantil y la salud posterior
del nifio. Nutrientes como los &cidos grasos
esenciales, los folatos y las sustancias antio-
xidantes se han implicado en el crecimiento
intrauterino'?, el desarrollo del sindrome cli-
nico de la preeclampsia®® y en patologias
infantiles como el asma?'?? y trastornos
menores del desarrollo neuroconductual?.
Hay estudios que relacionan la ingesta de
pescado (rico en el acido graso esencial
omega 3) durante el embarazo y el desarrollo
neuroconductual posterior’*?*. Por otra par-
te el pescado es la principal fuente de orga-
noclorados y de metil-mercurio, lo que ha
dado lugar a recomendaciones dietéticas
para evitar la toxicidad en grupos vulnera-
bles, como las mujeres embarazadas y los
nifios, dificultando el mensaje de salud
publica a la poblacién a la que va destinada,
ya que se aconseja el consumo de pescado
pero evitando ciertas especies?®?’. Es impor-
tante pues evaluar como interaccionan los
nutrientes en los mecanismos toxicos de los
contaminantes.

Caracterizar las vias de exposicion y los
niveles individuales a los contaminantes
ambientales mas habituales con efectos
sobre la salud permitira caracterizar y moni-
torizar los niveles en poblacion general en
diversas zonas geograficas. El estudio con-
junto de la predisposicion genética, la expo-
sicion ambiental y la nutricion, junto con el
contexto social, familiar y los estilos de vida,
permitira identificar factores protectores y
de riesgo de la salud y la enfermedad y des-
arrollar medidas preventivas adecuadas.

Objetivos generales

1. Compartir metodologias y conoci-
mientos entre los diferentes grupos que
estudian los efectos del medio ambien-
te y la dieta en la salud infantil.

2. Describir el nivel de contaminacion
individual y la carga de exposicion
durante la gestacion y la primera infan-
cia.

3. Describir los patrones alimentarios y la
ingesta individual de nutrientes duran-
te la gestacion y la primera infancia.

4. Evaluar los efectos de la exposicion
pre y postnatal a contaminantes y
nutrientes en el desarrollo fetal e infan-
til.

5. Evaluar las interacciones entre facto-
res genéticos, nutricionales y toxicos
en el desarrollo fetal e infantil.

PROTOCOLO DEL ESTUDIO
Diseiio

Estudio prospectivo de cohortes, de base
poblacional para relacionar los efectos de la
exposicion durante la gestacion y la primera
infancia en el desarrollo y la salud desde la
etapa fetal hasta la adolescencia y edad adul-
ta.

Las caracteristicas generales de las cohor-
tes son:

(1) Muestra representativa de mujeres
embarazadas en un area geografica
definida.

(2) Recogida de datos mediante cuestio-
narios, biomarcadores de muestras
biolégicas y muestras ambientales
para medir la exposicion.

(3) EI estudio es observacional con la
minima intervencion posible sobre el
normal seguimiento de las mujeres
embarazadas y sus recién nacidos.

(4) Toda la informacién es confidencial,
no pudiendo relacionarse los datos de
identificacion personal con los datos
obtenidos mediante los cuestionarios.
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Sujetos de estudio

En las cohortes INMA creadas de novo
(Asturias, Sabadell y Valencia) la poblacion
de estudio esta constituida por una muestra
consecutiva de mujeres embarazadas de la
poblacion general que residen en las areas de
estudio y que cumplen los siguientes crite-
rios de inclusion: (1) Tener al menos 16 aflos
cumplidos; (2) Estar en la semana 10-13 de
gestacion; (3) Embarazo no gemelar; (4)
Intencion de continuar el seguimiento y dar a
luz en los centros de referencia correspon-
dientes; (5) No tener ningin impedimento
para la comunicacidon y (6) No padecer
enfermedad cronica previa al embarazo. En
las cohortes existentes la captacion se reali-
z6 bien durante el embarazo (Menorca), o
durante el ingreso por parto (Granada y
Ribera d’Ebre).

A todas las mujeres elegibles se les da
informacion verbal y escrita sobre el proyec-
to, y son incluidas después de haber firmado
un consentimiento informado. Después del
nacimiento se presenta y firma, en su caso, el
consentimiento informado para el segui-
miento del nifio.

Seguimiento

En las cohortes de novo el seguimiento
empieza en el primer trimestre de la gesta-
cion, realizandose mediciones repetidas en
el segundo y tercer trimestre, en el recién
nacido y en el niflo al afio, a los 4 y a los 6
afios. En las cohortes ya existentes se esta
realizando el seguimiento desde el naci-
miento hasta los 6 afios de vida del nifio.

Principales exposiciones y efectos
estudiados

Se describen a continuacion las exposi-
ciones y efectos que se estan estudiando de
forma integra en las cohortes iniciadas de

novo dentro de la Red INMA.
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Exposiciones:

— Compuestos organicos persistentes
(COPs): compuestos organoclorados,
policromados, polibromados, ftalatos,
fenoles y polifenoles.

— Metales pesados: plomo, arsénico y
metilmercurio.

— Contaminantes ambientales en aire:
particulas en suspension, y su composi-
cion incluyendo los hidrocarburos aro-
maticos policiclicos (HAP), compues-
tos organicos volatiles (COVs), didxi-
do de nitrogeno (NO2), ozono y la
exposicion pasiva al humo del tabaco.

— Contaminantes en agua: productos de
desinfeccion como los trialometanos,
nitratos.

— Disruptores endocrinos mediante mar-
cadores de carga hormonal total.

— Dieta y nutrientes como sustancias
antioxidantes, folatos y acidos grasos
esenciales. Marcadores de estrés oxida-
tivo y capacidad antioxidante total.

— Determinantes genéticos.

— Determinantes sociales: incluyen la
educacion y la situacion laboral de los
padres y la psicoafectividad padres—
nifio.

Efectos:

— Reproductivos: retardo de crecimiento

intrauterino, prematuridad y pre-

eclampsia.

— Funcion tiroidea del recién nacido y del
nifio.

— Desarrollo neuroconductual.

— Crecimiento posnatal.
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— Desarrollo sexual.

— Asmay atopia infantil.

Recogida de datos

Los datos recogidos provienen de varias
fuentes (en la tabla 2 se muestra la medicion
de la exposicion y del efecto segun el instru-
mento y el momento temporal de la medi-
cion):

Cuestionarios: semiestructurados y
administrados mediante entrevista por per-
sonal entrenado. En las cohortes de novo se
realizan en dos momentos de la gestacion: en
el primer trimestre (cuestionario general y
cuestionario de frecuencia alimentaria
(CFA) n° 1) y en el tercer trimestre (cuestio-
nario ambiental y de estilo de vida, laboral y
CFA n° 2). Se realizan asimismo cuestiona-
rios especificos al afo y 4 afnos de la vida del
nifio (tabla 2) sobre dieta, exposiciones
ambientales, sintomas respiratorios y de
alergia, y desarrollo neuroconductual y psi-
coafectivo).

Muestras biolégicas: biomarcadores
para la medicion de contaminantes y
nutrientes. Constitucion de un banco de san-
gre (de la madre y del nifio en sangre de cor-
don) para el posterior estudio de determinan-
tes genéticos.

Mediciones a realizar segun la muestra
biologica:

— Sangre (suero o plasma) de la madre
semana 10-13: COPs, nutrientes.

— Orina de la madre semana 10-13 y 28-
32: hidroxipireno (metabolito marca-
dor de los HAP) y marcadores de estrés
oxidativo (F2 isoprostanos).

— Una de la madre semana 10-13: arséni-
co.

— Placenta: disruptores endocrinos
mediante carga estrogénica.

— Sangre de cordon: COPs, acidos grasos
esenciales.

— Pelo del nifo: metil-mercurio.

— Sangre (suero o plasma) del nifio a los 4
anos: COPs, nutrientes, hormonas tiroi-
deas, IgE especificas.

— Orina del nifio a los 4 afios: hidroxipire-
no.

Mediciones ambientales:
Aire

— Aire en ambiente exterior.

— Datos de las Redes de Vigilancia de la
Calidad del Aire: particulas, NO2, dio-
xido de azufre (SO2), monoxido de car-
bono (CO), ozono.

— Niveles de particulas y su composicion
(incluyendo HAP), mediciones ‘ad
hoc’ utilizando captadores propios.

— Niveles de COVs, NO2 y ozono
mediante el uso de captadores pasivos
que se sitian en los puntos de un enre-
jado espacial.

Aire interior:
— Niveles de COVs y NO2 (en una sub-
muestra de las casas).

— Niveles de alergenos en polvo (en una
submuestra de las casas).

— Niveles de exposicion personal a COVs
en una submuestra de las mujeres.
Agua

— Datos de los sistemas de Vigilancia de
Calidad del Agua (nitratos).

— Niveles de trihalometanos en una
muestra de las casas segiin nimero y
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caracteristicas de los abastecimientos
de agua de bebida.

Los datos de las mediciones ambientales
de aire y agua serviran para construir Siste-
mas de Informacion Geografica (GIS) de
asignacion espacial de niveles de contami-
nantes. En la tabla 3 se indican las medicio-
nes ambientales ya realizadas y las previstas
en las cohortes donde ya se ha comenzado la
medicion de la exposicion ambiental.

Revision de historias clinicas y registros
sanitarios: los datos del parto y de las com-
plicaciones durante el embarazo y el periodo
neonatal se recogen de las historias clinicas
del hospital de referencia y de las cartillas de
embarazo Se registran asi mismo los resulta-
dos del cribado neonatal de hipotiroidismo.

Medidas ecograficas seriadas: el creci-
miento intrauterino se evaliia mediante los
parametros biométricos (diametro biparie-
tal, circunferencia cefalica, circunferencia
abdominal, longitud de fémur) medidos en
las ecografias que de forma rutinaria se rea-
lizan a la 12, 20, 32 y 38 semanas de gesta-
cién como parte del programa de cuidados
prenatales. Los ecografistas implicados en el
estudio realizan previamente al inicio de la
recogida de datos una fase de consenso y
entrenamiento en los criterios de medicion
ecografica utilizados. En la cohorte de
Valencia se ha llevado a cabo un estudio de
repetibilidad de las mediciones correspon-
dientes a la semana 12 de gestacion, obte-
niéndose una buena concordancia tanto intra
como interobservador.

Evaluacion neuroconductual: Escala de
Dubowitz en el recién nacido, escala de Bay-
ley al afo de vida, y escala de McCarthy,
cuestionario de Hiperactividad y de Compe-
tencia Social a los 4 afos.

LAS COHORTES

Las tres cohortes incluidas en la Red
INMA que ya se habian iniciado con anterio-
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ridad a la constitucion de la Red (Ribera d’E-
bre, Menorca y Granada) estaban orientadas
originariamente a areas especificas dentro
del estudio de la toxicologia del desarrollo,
en concreto al asma (Menorca), al desarrollo
neuroconductual (Ribera de’1 Ebre), y la dis-
rupcion endocrina (Granada). La inclusion
de estas cohortes en la Red ha permitido
ampliar sus objetivos para adaptarse, en la
medida de lo posible, al protocolo general
desarrollado dentro de la Red INMA en el
primer afio de su constitucion, protocolo que
sirve de base a las tres cohortes desarrolladas
de novo (Asturias, Sabadell y Valencia). En
esta seccion se describe brevemente las
caracteristicas y situacion actual de cada una
de las cohortes implicadas en la Red INMA.

a) Cohortes INMA ya existentes
Cohorte de Ribera del Ebre

Con el objetivo de medir la transferencia
transplacentaria y mediante la lactancia del
hexaclorobenceno (HCB) y los efectos sobre
el desarrollo neuroconductual, se construyo
una cohorte con todos los recién nacidos del
pueblo de Flix y de 5 pueblos colindantes,
entre marzo de 1997 y diciembre del 1999.
Este estudio se justificaba por los altos nive-
les encontrados en dichas poblaciones y la
falta de estudios especificos del HCB en
recién nacidos. Se incorporaron 94 de los
118 nacimientos de toda el area pero se dis-
puso de la informacion de embarazo, parto y
sangre de cordon umbilical de otros 8§ nifios
(en total 102). En el momento de nacer los
nifios ya presentaron niveles detectables de
HCB; p,p’DDE y PCBs en suero de cordon.
La correlacion entre los niveles en sangre
materna en el momento del parto y sangre de
cordon fue del 0,88. Todo ello sugirid que
existia un paso de HCB, PCBs y otros orga-
noclorados a través de la barrera placentaria.
A las 8 semanas de vida dichos niveles incre-
mentaron en funcion de si el nifio habia teni-
do o no lactancia materna. De todas formas,
a pesar de que los nifos con lactancia mater-
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na presentaron una exposicion mucho mayor
sus puntuaciones en los tests de Griffiths y
Bayley (que miden el desarrollo mental y
psicomotor) fueron superiores a las de los
nifios que hicieron lactancia artificial.

Cohorte de Menorca

La cohorte de Menorca se inici6 en el afio
1997 como parte del proyecto europeo
AMICS sobre factores de riesgo de asma en
la infancia, en el que también participan
otras cohortes de Ashford (Reino Unido),
Barcelona y Munich (Alemania). Global-
mente la cohorte AMICS recoge unos 2.000
nifios, cubriendo un amplio espectro de
exposiciones.

La cohorte se ha constituido tomando
como referencia la poblacion general de la
isla que a principios de 1998 era de 69.070
habitantes. Las actividades econdmicas
principales son en el sector del turismo, la
industria del calzado y bisuteria y la agricul-
tura-ganaderia.

La poblacion de estudio son las mujeres
embarazadas de la isla que durante el perio-
do de estudio acudieron a control prenatal
tanto en la sanidad publica como en la priva-
da y cumplian los criterios de inclusion.
Entre septiembre de 1997 y diciembre de
1998 se incluyeron en Menorca un total de
492 nifos recién nacidos, de los cuales ya se
habian recogido datos a sus madres durante
el embarazo. De ellos 470 (95,5%) manteni-
an el seguimiento a los 4 aflos. El seguimien-
to a los 6 afos finalizard en el primer trimes-
tre del 2005. Los datos recogidos incluyen:
cuestionarios durante el embarazo y anual-
mente después del parto referidos a exposi-
ciones, incluyendo tabaquismo pasivo, y a
sintomas respiratorios y de alergia; recogida
de muestras de polvo (para estudio de aler-
genos) y aire (para cuantificacion de los
niveles de NO2) en el domicilio; recogida de
muestras bioldgicas y constitucion de un
banco de muestras bioldgicas (sangre de la

madre y el padre, sangre de cordon y sangre
a los 4 afos); y pruebas complementarias a
los 6 afios y medio (peak flow y prick test).

Dado el gran nimero de datos recogidos,
incluyendo las muestras de sangre de cordon
congeladas, una vez constituida la cohorte y
seguida hasta los tres afios se ampliaron los
objetivos iniciales del estudio para medir el
impacto de la exposicion a contaminantes
ambientales, especialmente organoclorados
y metales, en el desarrollo neuroconductual
de los nifos a los cuatro afos utilizando el
mismo protocolo de la cohorte de Flix. El
desarrollo neuroconductual a los 4 afios fue
medido mediante el test de McCarthy aplica-
do por psicologos especificamente entrena-
dos. También se utilizo la Escala California
de Competencia Social, cuya evaluacion
realizo el profesor de cada uno de los nifios
participantes y un cuestionario sobre aten-
cion y conducta (Criterios para el diagnosti-
co del trastorno de déficit de atencion con
hiperactividad segin el DSM-IV) que con-
testaron paralelamente profesores y madres.

Cohorte de Granada

En octubre del 2000 comenz6 en el Hospi-
tal Universitario San Cecilio de Granada la
formacion de una cohorte de mujeres emba-
razadas con objeto de estudiar la prevalencia
de malformaciones del tracto génito-urina-
rio masculino de los recién nacidos. Con este
motivo se han seleccionado cerca de 700
mujeres que dieron a luz hijos varones entre
los que se detectaron 50 casos de criptorqui-
dia y/o hipospadias. Esta cohorte de recién
nacidos varones ha anidado un estudio de
casos y controles, que definitivamente inclu-
y6 los 50 casos detectados con malforma-
cion del tracto genitourinario y 125 contro-
les apareados. El apareamiento se establecio
siguiendo los criterios de paridad, semana de
gestacion y fecha de nacimiento. El objetivo
fundamental de este estudio es evaluar la
asociacion entre la exposicion cronica de la
madre a disruptores endocrinos y la frecuen-
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cia de malformacion urogenital en su des-
cendencia, estimando la fuerza de la asocia-
cion con diversos indicadores de exposicion
categorizados en los siguientes grupos: a)
exposicion profesional, b) exposicion a tra-
vés de aire, agua y alimentos, ¢) exposicion
cosmética y farmacologica.

En la cohorte de 700 recién nacidos, inte-
grada dentro de la Red INMA, en los que el
estudio de la exposicion materno-infantil
ocupa un lugar primordial, se entronca en la
exposicion embrionaria, fetal y primera
infancia y se continta en el estudio del entor-
no comun de madre e hijo. Los efectos sobre
el desarrollo del nifio estan siendo evaluados
tanto en el aspecto funcional, como organico
y psicoafectivo.

En lo que respecta a la medida de la expo-
sicion se ha pretendido hacer un acercamien-
to global a la estimacion de exposicion en la
que los factores ambientales estudiados van
desde el analisis de contaminantes atmosfé-
ricos locales, domiciliarios y personales, a la
exposicion alimentaria, el agua de bebida y
el analisis de contaminantes quimicos. El
analisis biologico con marcadores tipo carga
hormonal total (efecto hormonal del conjun-
to de los contaminantes bioacumulados en
las muestras bioldgicas) se sitiia en el centro
de la aproximacioén conceptual a exposicion.
La identificacion dirigida de los compuestos
quimicos responsables de las actividades
hormonales identificadas siguen en orden de
actuacion a la primera aproximacion, pero
ésta se ve siempre limitada por la presuncion
a priori de su presencia medioambiental. Por
esta razon pesticidas organoclorados y bife-
nilos policlorados ocupan un lugar destaca-
do dada su presencia medioambiental reco-
nocida. Ademas, otros compuestos quimicos
entre los que se encuentran componentes y
aditivos de plasticos, monomeros de resinas
sintéticas, detergentes, retardadores de la lla-
ma o compuestos resistentes al calor, se
encuentran entre los candidatos identifica-
dos para contribuir a la exposicion hormonal
ambiental.
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Siguiendo el protocolo propuesto por los
investigadores de la Red INMA para la
cohorte de Granada, la evaluacion de la con-
taminacion atmosférica se esta realizando
mediante las siguientes mediciones:

1. Contaminaciéon Atmosférica Exterior:
i) mediante la medida con captadores
pasivos moviles, de los niveles de
NO,, COVsy O, colocados en 52 pue-
blos de la provincia de Granada y 26
puntos de Granada capital (selecciona-
dos de las direcciones habituales de las
madres incluidas en el estudio) y colo-
cados durante una semana en dos cam-
pafias anuales; ii) mediante la medida
de los niveles medios diarios y prome-
dio mensual de contaminantes atmos-
féricos exteriores (particulas, CO, SO,,
NO,, O,) obtenidos en las tres estacio-
nes de la Red de Vigilancia y Control
de la Calidad del Aire ubicados en la
capital Granadina.

2. Contaminacion Atmosférica Interior:
1) mediante la medida de los niveles de
contaminacion para NO, y COVsen el
interior de las viviendas en una sub-
muestra de la cohorte y ii) mediante
cuestionario administrado por entre-
vista personal, las variables relevantes
en cuanto a exposicion en el interior de
la casa: humedad, calefaccion, cocina,
ventilacion, niimero de personas habi-
tantes, numero de fumadores, lugares
que el niflo habita, etc.

b) Cohortes INMA de novo
Cohorte de Valencia

Es una cohorte de novo que se inicia en el
afio 2003. La zona de estudio la constituye el
Area de Salud 5 (34 municipios) mas una
zona de salud del Area 6 (ciudad de Valen-
cia) de la provincia de Valencia, con una
poblacion total de 288.580 habitantes y con
representacion urbana, semiurbana y rural.
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Laactividad econémica de la zona esta cons-
tituida por los sectores de servicios, indus-
tria, construccion y agricultura (regadio y
secano). Esta prevista la inclusion y segui-
miento de 1.000 mujeres embarazadas selec-
cionadas a partir de la poblacion general del
area de estudio desde el primer trimestre del
embarazo hasta el parto, y a sus hijos desde
el nacimiento hasta el final del cuarto afio de
vida. Las mujeres son seleccionadas por
muestreo consecutivo de entre todas las del
area de estudio que acuden al cribado pobla-
cional del sindrome de Down que se realiza
entre las semanas 10-13 de gestacion en el
hospital la Fe, de referencia para el area, y
que cumplen los criterios de inclusion. El
65% de la embarazadas del area de estudio
realizan el seguimiento de su embarazo en el
hospital. Todas la mujeres elegibles son
identificadas por el personal del equipo, y
una vez verificados los criterios de inclusion
se realiza la proposicion de participar y la
inclusion después de la obtencion del con-
sentimiento informado. El seguimiento se
realiza en el hospital la Fe donde las mujeres
embarazadas de la zona realizan un minimo
de tres visitas para control obstétrico y eco-
grafico en las semanas 10-13, 20 y 28-32 de
gestacion y también para dar a luz. El segui-
miento del niflo se realiza en el hospital por
pediatras del proyecto, con exploraciones y
visitas de seguimiento al nacimiento, al afio
y a los 4 afios (tabla 2).

Estado de la cohorte: se inicio el recluta-
miento con un estudio piloto en octubre de
2003 para poner a prueba el circuito. Tras las
modificaciones pertinentes del protocolo del
proyecto se inicio el reclutamiento en febre-
ro de 2004. En diciembre de 2004 habia un
total de 604 mujeres incluidas, 225 partos y
8 pérdidas de seguimiento (abandonos mas
perdidas de seguimiento antes del parto).

La evaluacion de la exposicion a la conta-
minacion atmosférica se realiza siguiendo el
protocolo expuesto para la cohorte de Gra-
nada. Ademas en el estudio de Valencia
durante la etapa prenatal se lleva a cabo un

estudio especifico que incluye mediciones
durante un mes de cada trimestre de recluta-
miento de mujeres embarazadas. En cada
mes de muestreo (campafia) se miden: a) los
niveles de particulas y su composicion
(incluyendo HAP, metales, aniones y carbon
organico) en 4 puntos representativos del
area a estudio; b) los niveles ambientales de
NO2, COVs y ozono (este ultimo solo en
verano); ¢) los niveles, dentro y fuera de una
submuestra de casas de NO2, COVs; y d) los
niveles de exposicion personal de las muje-
res de la misma submuestra.

En cuanto a las mediciones de trihalome-
tanos en el agua se ha llevado a cabo un
estudio piloto en 20 puntos del area y estan
previstas dos campafias de toma de muestras
durante el afio 2005.

Cohorte de Sabadell

Es una cohorte de novo que se inicia en el
afio 2004. Sabadell es una ciudad media de
unos 187.000 habitantes, industrial, sobre
todo en el sector textil y de la metalurgia,
que ha modernizado su economia con los
servicios, sin exposiciones especificas,
representando un ambiente promedio de los
ciudadanos del sur de Europa, lo que ofrece
una buena oportunidad para crear una cohor-
te de individuos desde su gestacion.

Esta prevista la inclusion y seguimiento
de 500 mujeres embarazadas de la poblacion
general de Sabadell desde el primer trimes-
tre hasta el parto y de sus hijos desde el naci-
miento hasta el final del primer afio de vida.

Los sujetos de estudio son mujeres emba-
razadas de la poblacion general que residan
en Sabadell y acudan a control prenatal al
Centro de Atencion Primaria (CAP) de Sant
Félix, con intencion de dar a luz en el hospi-
tal de referencia de la ciudad (Hospital de
Sabadell, Corporacion Sanitaria Parc Tauli)
y cumplan los criterios de inclusion. El
reclutamiento se realiza por enfermeras de
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INMA en el Centro de Atencion Primaria de
Salud de Sant Félix, que centraliza los con-
troles ecograficos del primer y tercer trimes-
tre de todas las embarazadas de Sabadell.
Estas mujeres han recibido previamente
informacion del estudio por parte de sus
comadronas en sus ambulatorios de referen-
cia. La ecografia del segundo trimestre se
realiza en el Hospital de Sabadell. El 82% de
la embarazadas de esta ciudad realizan el
seguimiento de su embarazo en estos dos
centros.

Todo el seguimiento se llevara a cabo en
el Hospital de Sabadell y en el CAP Sant
Félix, donde se realizard una visita por tri-
mestre, el parto en el hospital y el segui-
miento del nifio en ambos centros, realizan-
dose las mediciones referidas en el protoco-
lo descrito (tabla 2).

Estado de la cohorte: se inici6 el recluta-
miento de mujeres embarazadas en julio del
2004 a modo de estudio piloto para poner a
prueba todo el circuito. A noviembre de
2004, se habian incluido en el estudio 155
mujeres embarazadas, con un ritmo de
inclusion de 1,7 mujeres/dia. El 59% han
realizado ya la ecografia del segundo tri-
mestre.

Cohorte de Asturias

Es una cohorte que se inicia en el 2004. El
area de estudio es la de Avilés, donde se pro-
ducen unos mil partos al afio y la contamina-
cion medio ambiental es importante. Se trata
del area sanitaria III con una poblacion de
165.201 habitantes, que tiene como hospital
de referencia el Hospital San Agustin de Avi-
Iés. La actividad economica se basa en la
industria, principalmente la metalurgica y de
fundicion, y en menor proporcion en la
industria quimica, alimentaria y de productos
plasticos. Esta prevista la inclusion y segui-
miento de 500 mujeres embarazadas de la
poblacion general del area I1I desde el primer
trimestre hasta el parto y de sus hijos desde el
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nacimiento hasta el final del primer afio de
vida. Se realizara una seleccion consecutiva
de las mujeres embarazadas que acudan a su
primera visita de control prenatal al servicio
de obstetricia del Hospital San Agustin o del
centro de salud de las Vegas, Avilés y cum-
plan los criterios de inclusion. Todas las
embarazadas que acuden a su primera visita
prenatal en los citados centros son orientadas
al equipo investigador INMA donde se reali-
za la proposicion de participar. E1 80 % de las
embarazadas del area realizan su seguimien-
to en estos centros. Todo el seguimiento del
embarazo y parto de la cohorte se realizara en
el Hospital San Agustin de Avilés.

Estado de la cohorte: se inicia la seleccion
de mujeres embarazadas en septiembre de
2004, después de realizar el estudio piloto
previo para testar y comprobar el funciona-
miento del circuito. A fecha de diciembre de
2004 se habian identificado 122 mujeres
embarazadas en la consulta de la matrona y
de obstetricia como posibles candidatas para
participar en el estudio, de las cuales un total
de 52 se han incluido en la cohorte. De las
restantes, 22 estan pendientes de cita para
ser informadas sobre INMA, 16 no son ele-
gibles por varias razones (2 no pertenecer al
area III, 1 embarazo gemelar, 3 abortos, 10
pasan de la semana 12 antes de poder hablar
con ella) y 32 mujeres no aceptan participar.

PRESENTE DE LA RED
Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

La Red INMA la forman grupos de inves-
tigadores espaifoles que provienen del campo
de la epidemiologia, la toxicologia, la inves-
tigacion basica y la clinica. El interés por el
estudio de los riesgos ambientales y la dieta
sobre la salud, en especial su posible influen-
cia en etapas tempranas de la vida, y las posi-
bilidades que su conocimiento puede aportar
al desarrollo de medidas preventivas adecua-
das es el elemento fundamental de funciona-
miento de la Red. La mayor parte de los gru-
pos habian colaborado anteriormente en
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otros proyectos. En la actualidad se esta en
proceso de incorporacion de tres nuevos gru-
pos que trabajan, respectivamente, en: inves-
tigacion genética y salud, investigacion sobre
el metabolismo y significado clinico de los
acidos grasos, y evaluacion de biomarcado-
res de exposicion, susceptibilidad y efecto en
la etapa perinatal y en la infancia.

Los primeros resultados de la Red INMA
permitiran una aproximacion al conocimien-
to de la situacién en cuanto a niveles de
exposicion individual y ambiental a com-
puestos toxicos de los que se conoce muy
poco en nuestro pais?®. La recogida y alma-
cenamiento de muestras bioldgicas va a per-
mitir la creacion de un banco de muestras
para la biomonitorizacion en diversas areas
geograficas. Dicho banco de muestras posi-
bilitara determinaciones complementarias y
la comprobacion de nuevas hipdtesis en el
futuro.

A lo anterior se une la proyeccion interna-
cional de la Red INMA. Desde su creacion la
Red ha participado en foros y grupos de tra-
bajo en el ambito europeo. Los componentes
del grupo del Instituto Carlos III participan
activamente en el disefio de Planes Naciona-
les de Salud Ambiental en colaboracidon con
la Organizacion Mundial de la Salud y
miembros de la Red colaboran en la estrate-
gia SCALE de la Union Europea’.

Como un valor fundamental en la Red
INMA se considera una responsabilidad de
los investigadores la adecuada comunica-
cion de resultados del estudio. Por ello se
pretende informar a los participantes volun-
tarios (mujeres embarazadas, padres de los
nifios) y a la poblacion general, a través de
reuniones, boletines periodicos y la pagina
web de la Red®. Asimismo es un compromi-
so reconocido la publicacion de los resulta-
dos del estudio en la prensa cientifica, al
tiempo que se proporciona informacion util
en Medio Ambiente y Salud Infantil a los
profesionales de la salud, del medio ambien-
te y a los politicos y gestores.

A corto plazo la Red centra sus esfuerzos
en la elaboracion del protocolo del primer
aflo de vida para las cohortes de novo, la rea-
lizacion de un plan de publicaciones, la cre-
acion de grupos de trabajo estables y el ana-
lisis de los datos disponibles, tanto de los
resultados de las cohortes preexistentes. A
medio plazo, en una perspectiva de 2-3 afos,
los esfuerzos se dirigiran a la elaboracion del
protocolo de los 4 afios para las cohortes de
novo, a desarrollar estudios de neurofisiolo-
gia en las cohortes preexistentes, al inicio de
los analisis descriptivos de las cohortes nue-
vas y a la incorporacion de nuevas cohortes.
También se deben estrechar y optimizar las
colaboraciones internacionales, tanto desde
un punto de vista de participacion en grupos
de trabajo, como de incorporacion a estudios
de cohortes de &mbito internacional.

El futuro de la Red es esperanzador, como
queremos que sea el de nuestros nifios y
nifias. Esperamos que el ambiente en el que
vivan y los nutrientes de la dieta sean exce-
lentes para ellos y ellas, como esperamos
apoyo y recursos para poder seguir avanzan-
do en el estudio de los determinantes
medioambientales de la salud infantil y en la
promocion de estrategias de intervencion
apropiadas.
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Study design
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General description

Summary

Ribas-Fit6 N, Ramoén R, Ballester F, Grimalt ], Marco A, Olea N, Posada M, Rebagliato
M, Tardén A, Torrent M, Sunyer ] on behalf of the INMA Study Group. Child health
and the environment: the INMA Spanish study. Paediatric and Perinatal Epidemiology
2006; 20: 403—410.

The INMA (INfancia y Medio Ambiente [Environment and Childhood]) is a popula-
tion-based cohort study in different Spanish cities, that focuses on prenatal environ-
mental exposures and growth, development and health from early fetal life until
childhood. The study focuses on five primary areas of research: (1) growth and phys-
ical development; (2) behavioural and cognitive development; (3) asthma and aller-
gies; (4) sexual and reproductive development; and (5) environmental exposure
pathways. The general aims of the project are: (1) to describe the degree of individ-
ual prenatal exposure to environmental pollutants, and the internal dose of chemi-
cals during pregnancy, at birth and during childhood in Spain; (2) to evaluate the
impact of the exposure to different contaminants on fetal and infant growth, health
and development; (3) to evaluate the role of diet on fetal and infant growth, health
and development; and (4) to evaluate the interaction between persistent pollutants,
nutrients and genetic determinants on fetal and infant growth, health and
development.

Extensive assessments will be carried out on 3100 pregnant women and children.
Data will be collected by physical examinations, questionnaires, interviews, ultra-
sound and biological samples. Pregnant women are being assessed at 12, 20 and
32 weeks of gestation to collect information about environmental exposures and fetal
growth. The children will be followed until the age of 4 years.

Keywords: longitudinal cohort study, prenatal exposures, pollution, diet, genetics, study
design, biological samples, childhood growth, child development, endocrine disruptors.

Scope of research

The INMA - INfancia y Medio Ambiente (Environ-
ment and Childhood) is a network of research groups
in Spain that built up a project aiming to study the role
of the most important environmental pollutants in air,
water and diet during pregnancy and early in life and
their effects on child growth and development.

©2006 The Authors

The INMA project will follow up a population sample
of around 3100 pregnant mothers and newborns. New
and existing cohorts of pregnant women will be incor-
porated from eight different Spanish regions (Table 1).
The follow-up will continue until at least 2010, and, if
resources are available, until 2020.

Journal Compilation ©2006 Blackwell Publishing Ltd. Paediatric and Perinatal Epidemiology, 20, 403—410
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Genetic factors and nutritional, environmental and
psychosocial exposures in the prenatal and postnatal
periods will be evaluated. Outcomes will include
prenatal and birth health events, growth, neurodev-
elopment, behavioural functioning, immunity and
endocrine disruption. The results of these studies will
become available within the next few years, and will
help to assess pregnant women and childhood expo-
sure as well as other health determinants in several
areas of Spain and its immediate and later impacts on
human health.

Rationale

The physical, social and intellectual development of
children from conception to the end of adolescence
requires an environment that is both protected and
protective of their health. A growing number of dis-
eases in children are linked to unsafe environments.
Prenatal and early life exposures, including diet, are
associated with child health and human development
and predispose to late adult effects. Thus, the INMA
project is based on three main rationales.

First, exposure to environmental pollutants through
air, water and food is worldwide. Children are espe-
cially vulnerable to its effects as they are not just little
adults, they are still growing, and their immune sys-
tem and detoxification mechanisms are not fully devel-
oped. Children are then more vulnerable than adults
to environmental exposures. Persistent pollutants like
organochlorine compounds (OC) and some metals
have been related to impaired intrauterine growth,
prematurity, postnatal growth and neurodevelopment
and minor behavioural disorders.” Air pollutants e.g.
particulates have been associated with infant mortality
and with child health problems such as asthma and
allergies.*”

Less epidemiological evidence exists about fetal
damage, especially fetal growth, and there is a need
for further evidence.® Also, chemical products in the
water, namely disinfection by-products, have been
associated with reproductive and child health out-
comes;”'” this warrants further research to establish the
validity of the fundings and, if so, develop effective
preventive strategies. Little is known about the indi-
vidual susceptibility to certain chemicals, and further
studies integrating gene—environment interactions are
needed.

Second, there is growing evidence of the importance
of nutrition during pregnancy and the first months of

life on fetal and infant growth and development, as
well as on lifelong health and well-being. Specifically,
intake of essential fatty acids (omega 3, omega 6) dur-
ing pregnancy and early postnatal life is involved in
fetal and infant growth, neurodevelopment and visual
function."" Fish intake and supplementation with fish
oil during pregnancy has also been associated with
better postnatal neurodevelopment.”> Moreover, low
plasma levels of antioxidants and oxidative stress have
been involved in pre-eclampsia and intrauterine
growth retardation,*® and it has been suggested that
antioxidants in children have a protective influence on
the risk of asthma.”?

Third, some pollutants and nutrients have the same
ingestion route. Fish, the principal source of omega 3,
is also carrier of OCs and methyl-mercury. Breast
feeding, the sole form of nutrition during the first
month of life among breast feeders, carries both
nutrients and pollutants. Although the mechanisms
of toxicity for OCs are not well understood, the sug-
gested underlying metabolic and hormonal mecha-
nisms in neurotoxicity are also in the pathway of
clinical effects due to deficiency of some essential
fatty acids.”* It remains to be elucidated whether
nutrients can counteract the pollutants’ negative
effects on health.

To characterise individual exposure levels during
pregnancy and childhood, to identify the role of diet
and other associated risk factors on reproductive out-
comes and child health, and to understand the inter-
actions between multiple factors and susceptibility
will contribute to early identification of environmental
risks and to the development of protective and preven-
tive strategies.

Aims

The general aims of the project are:

1 To describe the degree of individual prenatal expo-
sure to environmental pollutants, and the internal
dose of chemicals during pregnancy, at birth and
during childhood in Spain;

2 To evaluate the impact of the exposures to different
contaminants on fetal and infant growth, health and
development; and

3 To evaluate the role of diet on fetal and infant
growth, health and development; and

4 To evaluate the interaction between persistent pol-
lutants, nutrients and genetic variants on fetal and
infant growth, health and development.
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Design

Overview

The INMA Study is a prospective population-based
cohort study concerned with the effects of pre- and
postnatal environmental exposures on growth, devel-
opment and health from early fetal life until young
adulthood.

Investigations are carried out in pregnant women
and children. Pregnant women are assessed at 12, 20
and 32 weeks of gestation to collect information about
environmental exposures and fetal growth. Children
will be assessed at birth, at the age of 1 year and at the
age of 4 years.

Study cohorts (Table 1)

The INMA is based on experience acquired by
groups studying the cohorts of Ribera d’Ebre
(n =102), which evaluated the relation between orga-
nochlorines and methyl-mercury exposure and neu-
rological development, Menorca (1 =482), which
studied the relation between allergy, development
and asthma with air pollution, and Granada
(n=668), which studied the incidence of infant
reproductive health disorders in relation to potential
environmental exposures.

Based on experience from these previous studies, a
new research protocol was developed based on the
work of different working groups: exposures, effects
and design. The new cohorts have been designed to
evaluate the impact of environmental exposures and
diet on children’s health: Valencia (1 = 1000), Sabadell
(n =800), Asturias (n =500), Madrid (n =50) and the
Basque Country (1 = 800).

Enrolment

Midwives and obstetricians give eligible participants
oral information about the study and hand out an
information package to the pregnant women in the
12th week. After the visit, all eligible pregnant women
who visit the public health centre of each area have an
interview with INMA staff to obtain additional infor-
mation; they are then enrolled in the study. The inclu-
sion criteria of the mothers are: (a) to belong to the
study area (specific in each cohort), (b) to be at least
16 years old, (c) to have a singleton pregnancy, (d) to
have their first prenatal visit (10-13 weeks of gesta-

©2006 The Authors

Table 1. INMA cohorts

Inclusion Target number
Population year of infants 4 years
Old cohorts
Ribera de 1’Ebre 1997/99 102 2001/03
Menorca 1997/98 482 2002
Granada 2001/02 668 2005/06
New cohorts
Valencia 2003/04 1000 2007
Asturias 2004/06 500 2008
Sabadell 2004/06 800 2008
Madrid 2005 50 2009
Basque Country 2005/06 800 2009

tion) in the main public hospital or health centre of
the area, (e) to not have followed any programme of
assisted reproduction, (f) to wish to deliver in the ref-
erence hospital, and (g) to have no communication
problems. A characteristic of these areas is that a vast
majority of the population attend the public health
sector.

Informed consent

The study has been approved by the Ethical Commit-
tee of the Institut Municipal d’Investigacio Medica
and by the Ethical Committees of the hospitals
involved in the study. Pregnant women receive writ-
ten and oral information about the study. Participants
are asked for their written informed consent twice:
once for their participation in the prenatal visits and
the other time for the inclusion of their child into the
follow-up study.

Data collection

A list of all assessments planned until the age of
4 years is shown in Tables 2 and 3. More detailed infor-
mation on the INMA protocols is available upon
request.

Information is collected using a variety of sources.
Some general considerations about measurement tools
are: questionnaires are administered in an interview
format by trained interviewers; for biological samples,
total blood, plasma and serum samples are divided in
small aliquots and stored at —80°C, urine and placentas
are stored at —20°C until delivery to the specialised
laboratories.
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Table 2. Main exposures and determinants assessed in the new INMA (1 = 3300)

Prenatal period

Postnatal period

12 weeks 20 weeks 32 weeks Birth 1 year 4 years
Exposures
PAHs, ozone, VOCs Outdoor Outdoor Questionnaire Questionnaire
and NO, Indoor (VOCs, GIS GIS
NO,)*
Questionnaire
Particulates Personal
Hydroxypyrene Maternal urine Child urine
Trihalomethanes Outdoor Indoor? Questionnaire Questionnaire
Questionnaire
Organochlorines, Maternal serum Questionnaire Cord serum Child serum
polybrominated Mecomium®
diphenyl ethers,
phthalates, phenols
Other endocrine Questionnaire Placenta
disrupters
Lead Cord blood Child blood
Arsenic Maternal nail Child nail
Mercury Newborn hair Child hair
Maternal occupation Questionnaire
Other determinants
Diet Questionnaire Questionnaire Questionnaire Questionnaire
Antioxidants Maternal serum Maternal milk® Child serum
Folate Maternal serum
Oxidative stress Maternal serum Matenal urine Child urine
markers Maternal urine

Fatty acids Maternal plasma

Genetic study Maternal blood
Parental
psychopathology

Maternal milk®
Cord blood
Cord blood

Child plasma

Questionnaire

In subsamples.
Only in the Valencia cohort.
‘Only in the Sabadell cohort.

GIS, Geographic Information System; PAH, polycyclic aromatic hydrocarbon; VOC, volatile organic compound.

The amount of venous maternal blood to be taken is
20 mL at 12 weeks of gestation, 15 mL from the new-
born (cord blood) and 10 mL at the age of 4 years. DNA
will be extracted from blood with ethylenediamine tet-
raacetic acid (EDTA). A 100 mL urine sample is col-
lected from the mother at 12 weeks’ gestation and the
child at the age of 4 years. A nail sample is collected
from mothers at 12 weeks’ gestation and from children
at the age of 4 years. Hair samples will be obtained at
birth and at the age of 4 years. Placentas will be col-
lected from one out of five women. Breast milk (20 mL)
will be taken at the end of the first feeding on the third
day after delivery and will be stored at —80°C.

Assessment of determinants (Table 2)

Air pollution:

® Questionnaire: assessment of the exposures to traf-
fic and environmental tobacco smoke during preg-
nancy (28-32 weeks) and at the ages of 1 and
4 years through a questionnaire.

® Biological samples: measurement of hidroxypyrene
in urine in a subsample of pregnant women (at 10—
12 weeks of gestation), and children at the age of
4 years.

® Measurement of the environment: measurement of
volatile organic compounds (VOCs), and NO, in
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Table 3. Main outcomes to be assessed in the new INMA cohorts (1 = 3300)

Prenatal period

Postnatal period

12 weeks 20 weeks 32 weeks Birth 1 year 4 years
Intrauterine growth  Ultrasound Ultrasound  Ultrasound
Sexual development Physical Physical examination ~ Physical examination
examination
Postnatal growth Physical Physical examination ~ Physical examination
examination

Neurodevelopment

Thyroid hormones Maternal serum

Asthma/atopy Maternal serum

Dubowitz test

TSH screening

Bayley scales

Questionnaire
Physical examination

McCarthy scales

Hyperactivity, social
competence

Child serum

Child serum

Questionnaire

TSH, thyroid stimulating hormone.

outdoor and indoor samples. Measurement of par-
ticulates, polycyclic aromatic hydrocarbons, ozone
and other pollutants in outdoor samples. Measure-
ment of particulates, VOCs, NO, and ozone in air
quality registries. Measurement of personal expo-
sure to particulates in children aged 1 year. Pre-
diction of individual exposures through the
Geographic Information System.

Water pollution:

® Questionnaires: water consumption during preg-
nancy and childhood using a questionnaire at 28-
32 weeks of gestation and at the ages of 1 and
4 years. Measurement of the environment: thriha-
lomethanes and other disinfection by-products in
water of a subsample of residences.

Persistent and semi-persistent pollutants:

® Questionnaires: exposure during pregnancy and

childhood using a questionnaire at 28-32 weeks of

gestation and at the ages of 1 and 4 years.

® Biological samples: measurement of OCs, polybro-
minated diphenyl ethers, phthalates and phenols
in maternal serum at 12 weeks of gestation, cord
serum and child serum at the age of 4 years.
Arsenic in maternal and child nails at the age of
4 years. Lead (in child serum) and methyl-mercury
(in child hair) at birth and at the age of 4 years.
Measurement of different endocrine disrupters
with oestrogenic activity in placentas.

Diet determinants:

® Questionnaires: maternal diet assessment by a food

frequency questionnaire at two point interviews

(10-13 and 28-32 weeks of gestation). Infant and
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child diet assessment by a breast-feeding question-
naire at the age of 1year and a food frequency
questionnaire at the age of 4 years.

® Biological samples: measurement of fatty acids,
vitamins C and E, and folate in maternal serum,
fatty acids in cord blood, vitamins E and C in breast
milk, and measurement of fatty acids and vitamins
at the age of 4 years.

Other determinants:

® Oxidative stress (as underlying mechanism): mea-
surement of lipid hydroperoxides in maternal
serum (12 weeks’ gestation) and F2 isoprostanes in
urine at 12 and 32 weeks’ gestation, and child urine
at the age of 1 year.

® Questionnaires: sociodemographic data, relevant
data about biological father, medical and obstetric
history, family history of allergies, use of drugs and
vaccinations during pregnancy, complications of the
current pregnancy at 12 and 32 weeks of gestation.

® Genetic determinants: total blood will be stored to
measure genetic determinants for the different out-
comes in the future.

® Parental psychopathology: mental health of both
parents and maternal and paternal attachment to
the infant measured using a questionnaire at the
age of 1 year.

Assessment of outcomes (Table 3)

Reproductive outcomes:
® Intrauterine growth measured by fetal biometry
assessed longitudinally by ultrasound scans at 12,
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20 and 32 weeks’ gestation in all women. The
measurements will include femur length, head
circumference, biparietal diameter and abdominal
circumference.
® Anthropometric measures at birth (length, weight,
head circumference and abdominal circumference)
obtained by clinical examination.
® Preterm delivery and pre-eclampsia: information
based on clinical records.
Postnatal growth and sexual development:
® Child growth: height and weight examination at
the ages of 1 and 4 years. Clinical records of height
and weight every 6 months.
® Sexual development: clinical examination per-
formed by INMA researchers with a standardised
protocol at birth, at the age of 1 year and at the age
of 4 years.
Neurodevelopment:
® Neurodevelopment: Dubowitz test at birth; mental
and psychomotor measurement at the ages of 1 and
4 years with the Bayley Scales of Infant Devel-
opment and the McCarthy Scales respectively.
Measurement of child hyperactivity (based on the
DSM-1V) and social competence (California Pre-
school Social Competence Scales) through a ques-
tionnaire administered to the teachers at the age of
4 years.
® Thyroid status: measurement of thyroid stimulat-
ing hormone (TSH) at birth, and of free-T4, TSH
and total-T3 at the age of 4 years.
Asthma and atopy:
® Measurement of specific IgE in maternal serum
during pregnancy to assess maternal atopy.
® Assessment of asthma through
questionnaire.
Atopy: physical dermal examination at the age of
1 year and measurement of total IgE at the age of

symptoms

4 years.

Data quality, control and management

The INMA field staff such as interviewers, laboratory
technicians and project paediatricians have been spe-
cifically trained for the project. All measurements have
been tested for inter- and intra-reproducibility.

An electronic database has been prepared to monitor
the cohort in order to facilitate the follow-up and to
minimise the loss to follow-up. Information regarding
maternal identification, inclusion number, information
required for the follow-up (such as enrolment date,

date of last menstrual period or expected date of deliv-
ery), and the calendar for the visits and the sampling
procedures is collected by the INMA staff. Some infor-
mation is also gathered on refusals in order to compare
basic sociodemographic characteristics between both
groups.

Confidentiality is guaranteed by keeping the moni-
toring data file separated from the questionnaire infor-
mation and the biological samples.

Communication

The INMA Study aims to guarantee helpful communi-
cation to the participants of the INMA by collective
meetings and periodic bulletins, to communicate the
results to the general population through the web page
and other sources, to guarantee that INMA data are
published in the scientific press, and to provide useful
information to health professionals, health officers and
politicians.
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ANEXO 5: Cuestionario de Frecuencia de Alimentos
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)n A CUESTIONARIO DE FRECUENCIA ALIMENTARIA Y ACTIVIDAD FISICA N° 1

BifiaEn  MesBi Ardtsinnis

CUESTIONARIO DE FRECUENCIA ALIMENTARIA N°1 |oNuml I 1 1 I |

Estimada Sra., esta parte de la encuesta es para conocer la dieta que ha seguido en los Gltimos meses desde que esta
embarazada. Con ello tratamos de averiguar el papel que puede jugar la dieta en relacién al desarrollo de su embarazo y de su
futuro hijo. Sus respuestas seran muy Utiles, y por ello, le rogamos 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 los tres altimos
meses. 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 en estos tres meses 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.

Nunca 1-3 1 24 56 1 23 45 6+
1. LACTEOS 6<1 por por por por por por por por
mes mes sem sem sem dia dia dia dia
1. Leche entera (1 vaso o taza, 200 cc) @ ®@ &0 6 o ®
2. Leche semi-desnatada (1 vaso, 200cc) 0} ® 66 6 0 ©]
3. Leche desnatada (1 vaso, 200cc) 0} ® & ©® 0 0]
4. Leche condensada (1 cucharada) 0} ®@ & ©® 0 ©]
5. Nata o crema de leche (1 cucharada) 0] ®@ 66 e o ©)
6. Yogur entero (uno, 125 gramos) 0} ® 66 ©® 0 ©]
7. Yogur desnatado (uno, 125 gramos) 0} ®@ & ©® 0 0]
8. Requeson, queso blanco o fresco (una porcién o racién, 100 g) O ®@ & ©® O ©]
9. Queso curado, semi-curado, o cremoso (un trozo, 50 gramos) 0} ® 66 6 0 ®
10. Natillas, flan, puding (uno) 0} ® 66 6 o ©]
11. Helados (1 cucurucho, vasito o bola) 0} ®@ & ©® 0 0]
Nunca 24 56 23 45
Il. HUEVOS, CARNES, PESCADOS i Ll el por por
® 6 @

12. Huevos de gallina (uno)

13. Pollo CON piel (1 plato mediano o pieza)

14. Pollo SIN piel (1 plato mediano o pieza)

15. Carne de ternera, cerdo, cordero como plato principal (1 plato mediano o pieza)
1
17. Higado de ternera, cerdo, pollo (1 plato, racién o pieza mediana)

o

Carne de caza: conejo, codorniz, pato (1 plato)

18. Visceras: callos, sesos, mollejas ( 1 racién, 100 g)
1

©

. Embutidos: jamén, salchichén, salami, mortadela, (1 racién de unos 50 g)

20. Salchichas y similares (una mediana)

21. Patés, foie-gras (media racion, 50 g)

22. Hamburguesa (una mediana, 100 g)

23. Tocino, beicon, panceta (2 tiras o lonchas, 50 g)

24. Pescado frito variado (1 plato mediano o racién)

25. Pescado hervido o plancha BLANCO: merluza, lenguado, dorada (1 plato o racién)
26. Pescado hervido o plancha AZUL: attin, emperador, bonito, (plato o racién)

2
28. Una lata pequefia de conserva de atin o bonito en aceite

Bl

Otros pescados azules: caballa, sardinas, boquerén/anchoas, salmén

29. Una lata pequefia de conserva de sardinas o caballa en aceite

30. Pescados en salazén y/o ahumados: anchoas, bacalao, salmén (media racién, 50g)
31. Almejas, mejillones, ostras (1 racién, 100 g)

32. Calamares, chipirones, sepia, choco, pulpo (1 racién o plato, 100 g)

@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@;SZ [CECHECECRCECHCHCECCIC)
@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@@§§H@@@@@@@@@@@

R GGG
OO OOOOOOOOOOOOOOO O 6 6

©0 0000000000000 006O60 6
OO0 OOODODODO0O0O©O©OOOO66 6 658
0000000000000 000000 0

PO O OOOOOOOOOOOOOOO OO O ©F
P00 0000000000000 00066 6582

33. Marisco: gambas, cangrejo, langostino, langosta (1 racién 100 g)

No olvidar marcar todas las casillas
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Bl i Ml Arstsiants

Nunca 1-3 1 2-4 5-6 1 23 45 6+

Ill. VERDURAS, LEGUMBRES. 6<1 por por por por por por por por
mes mes sem sem sem dia dia dia dia

34. Espinacas o acelgas cocinadas (1 plato mediano) o @ o6 ® 6 6 o @
35. Col, coliflor, brécolis cocinadas (1 plato mediano) o © & ® 66 6 0 ®
36. Lechuga, endibias, escarola (1 plato mediano) o © ® ® 66 6 0 0]
37. Tomate (uno mediano) o © ® ® 66 6 o ®
38. Cebolla (una mediana) o ®© 6 ® 66 6 o @
39. Zanahoria, calabaza (una o plato pequefio) o © & ® 66 6 0 ©]
40. Judias verdes cocinadas (1 plato) o © ® ® 66 6 0 0]
41. Berenjenas, calabacines, pepinos (uno) o © & ® 66 6 0 ®
42. Pimientos (uno) o ® 6 ® 66 6 o ®
43. Alcachofas (una racion o plato mediano, 100 g) o © @ ® 6 6 0 ©]
44. Esparragos (una racién o plato) o © ® ® 66 6 0 ©]
45. Maiz hervido (plato o lata pequefia, 82 g) o ©®© 6 ® 66 6 0 (©)
46. Legumbres: lentejas, garbanzos, judias pintas o blancas (1 plato mediano) o © ® ® 66 6 0 ©]
Nunca 1-3 1 2-4 5-6 1 23 45 6+

|V FRUTAS 6<1 por por por por por por por por
mes mes sem sem sem dia dia dia dia

47. Naranjas, mandarinas (Una) o @ o ® 66 6 0 0]
48. Zumo de naranja natural (un vaso pequefio, 125 cc) o @ ® ® 6 e o (©)
49. Platano (uno) o © o ® 6 6 0 ®
50. Manzana, pera (una mediana) o © 6 ® 6 6 0 ©]
51. Melocoton, nectarina, albaricoque (uno mediano) o @ ® ® 6 o o ®
52. Sandia, meldn (1 tajada o cala, mediana) o @ ® ® 66 ® o ©)
53. Uvas (un racimo mediano o plato de postre) o © 6 ® 6 &6 0 0]
54. Prunas, ciruelas frescas/secas (una, 37 g) o @ 6 ® 6 6 0 ©]
55. Kiwi (una unidad) o @ ® ® 6 e o ®
56. Aceitunas (un platito o tapa de unas 15 unidades pequenas) o ©@ @ ® 66 6 0 ©]
57. Frutos secos: almendras, cacahuetes, pifiones, avellanas (1 platito o bolsita, 30g) o © & ® 66 6 0 0]
Nunca 1-3 1 2-4 5-6 1 23 45 6+

V. PAN, CEREALES Y SIMILARES e e v e B e
58. Pan blanco (Una pieza pequefia o 3 rodajas de pan de molde, 60 g) 0} @ 0 ®@ © ® o (©]
59. Pan integral (Pieza pequefia o 3 rodajas de pan de molde) o @ 6 ® 66 © 0 ©]
60. Cereales desayuno (30 g en seco) o @ ®® ® 6 e o @
61. Patatas fritas (1 racion o plato, 100 g) o @ 6 ® 6 6 0 ©]
62. Patatas cocidas, asadas (1 patata mediana) o @ 6 ® 66 6 0 ©]
63. Bolsa de patatas fritas (1 bolsa pequefia, 25-30 g) o @ ® ® 6 e o ®
64. Arroz cocinado (1 plato mediano) o @ @ ® 6 e o @
65. Pastas: espaguetis, fideos, macarrones y similares (1 plato) o © 6 ® 6 6 o ©]
66. Pizza (1 porcion o racion, 200 g) o ®© 6 ® 66 6 0 ©]
Nunca 1-3 1 24 56 1 23 45 6+

VI. ACEITES, GRASAS Y DULCES S5 P prpopor g o o b
67. Aceite de oliva afiadido en la mesa a ensalada, pan y a platos (1 cucharada sopera) 0} @ 0 @ © ® o @
68. Otros aceites vegetales (idem): girasol, maiz, soja (1 cucharada sopera) o @ o ® 6 6 0 ©]
69. Margarina afiadida al pan o la comida (1 cucharada o untada) o © 6 ® 6 6 0 0]
70. Mantequilla afiadida al pan o la comida (1 cucharada o untada) o @ 6 ® 66 6 0 ©]
71. Galletas tipo Maria (1 galleta) o @ 0 @ © ® o (©]
72. Galletas con chocolate (1 galleta doble) @ @ ® ] (6] ® @ ©)]
73. Bolleria: croissant, donut, magdalena, bizcocho, tarta o similar (uno o porcion) o © 06 ®@ 6 ® O ©)
74. Chocolate, bombones y similares (1 barrita 0 2 bombones) o ©®© ® ® 66 6 0 ©]
75. Chocolate en polvo, cola-cao y similares (1 cucharada sopera) o © ®® ® 66 6 0 0]

No olvidar marcar todas las casillas
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Bl i Ml Arstsiants

Nunca 1-3 1 24 56 1 23 45 6+

VIl. BEBIDAS Y MISCELANEAS 6<l por por por por por por por por

mes mes sem sem sem dia dia dia dia
76. Vino tinto (1 vaso, 125 cc) o @ ® ® 6 6 0 ©)]
77. Vino blanco o rosado (1 vaso, 125 cc) o @ 6 ® 6 6 o @
78. Jerez, vinos secos, vermii (copa, 50 cc) ®o @ o ® 6 6 o @
79. Cerveza (una cafia o botellin 1/5, 200 cc) o © ® ® 6 6 0 ©]
80. Cerveza sin alcohol (una cafia o botellin 1/5, 200 cc) o © 6 ® 66 6 0 ©)
81. Licores (20-25°): de frutas (manzana), de crema (Catalana, Bayleys) (1 copa, 50 cc) o © ® ® 66 6 0 ©]
82. Brandy, ginebra, ron, whisky, vodka, aguardientes 40° (1 copa, 50 cc) o © & ® 66 6 0 0]
83. Refrescos normales de cola, naranja, limén (ej. coca-cola, fanta) (Uno, 250 cc) o © ® ® 66 6 0 ©]
84. Refrescos sin azucar cola, naranja, limon (ej. coca-cola o pepsi light) (Uno, 250 cc) o ®© 6 ® 66 6 0 ®
85. Agua del grifo (1 vaso, 250 cc) o © @@ ® 66 6 0 ©]
86. Agua embotellada sin gas (1 vaso, 250 cc) o © ® ® 66 6 0 0]
87. Agua embotellada con gas (1 vaso, 250 cc) o ®© 6 ® 66 6 o ®
88. Zumo de frutas envasado (1 vaso o envase de 200cc) o ®© 6 ® 66 6 0 ®
89. Café (1 taza) o ®© @ ® 66 6 0 ®
90. Café descafeinado (1 taza) o © ® ® 6 6 0 0]
91. Sopa o puré de verduras (un plato) o © ® ® 66 6 0o (©)
92. Croquetas de pollo, jamén (una) o © @@ ® 66 6 0 ®
93. Croquetas, palitos o delicias de pescado fritos (una) o © @@ ® 6 6 0 ©]
94. Mayonesa (1 cucharada) o © ® ® 66 6 0 0]
95. Salsa de tomate (media taza) o ®© 6 ® 66 6 0o (©)
96. Ketchup 6 catchup (1 cucharada sopera) o © ® ® 66 6 0 ©]
97. Sal afiadida a los platos en la mesa (1 pizca del salero o pellizco con dos dedos) o © ® ® 6 6 0 ©]
98. Ajo (1 diente) o © ® ® 66 6 0 ®
99. Mermeladas, miel (1 cucharada) o ©@ & ® 66 6 0 ®
100. Azcar (ej. en el café, postres, etc.) (1 cucharadita) o © @@ ® 66 6 0 0]

¢Consume algun otro alimento regularmente al menos una vez a la semana?
@
________________________________ o ®© O ® 6

No olvidar marcar todas las casillas

Consumo de suplementos vitaminicos o minerales. Referido a los 3 meses previos, desde que esta
embarazada hasta ahora. ¢Ha tomado suplementos de vitaminas o minerales?...

®
e
®
@
® ©
Q 9
® @
@ ©

Marca y presentacion Dosis semanal Fecha inicio ¢Sigue Si no, fecha de
(comp/sem) (mes/afio) tomandolo? finalizacién

a. Sal yodada  ___ __ l__ ®si ONo ___/_____
b.LecheconvitA+D ____ _______________  ________  o___ l_____ Osi @ONo ___/_____
c.Lechericaen Calcio  ___________________  ________  ___ l_____ @®si @ONo ___/_____
d. Fibra/supl ricos en fibra  __ _ ________________  ________  ___ l_____ ®si @No ___/_____
e. Multivitaminas ~ ___________________ o _______  o___ l_____ Osi @ONo ___/_____
f. Acido folico  _____ . ___ I_____ @®si @ONo ___/_____
g.Complejo A+E l_____ ®si @No ___/_____
h.vitaminaA . ___ I_____ @®si @ONo ___/_____
i.vitaminaE I_____ @si @ONo ___/_____
j.vitaminac  ___________________ ________  ___ l_____ @®si @ONo ___/_____
i.Hierro /o ___ ®si @ONo ___/_____
j.calcio I_____ @si @ONo ___/_____
I.Complejo Bl I ____ ®si @ONo ___/_____
m.zinc Ll l_____ ®si @No ___/_____
n. Otros Suplementos  __ _ _ _ _ ____ _________  ________  ___ l_____ Osi @ONo ___/_____
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CUESTIONARIO DE

1. ;Seguia usted algun tipo de dieta en el afio previo a
quedar embarazada? (Si responde NO pasar a pregunta 3)

@ No @ Si
2. ¢Podria indicar el motivo de seguir esta dieta? Puede
marcar mas de una respuesta

© para controlar su peso

@ porque tiene colesterol

® porque tiene azcar o diabetes

@ porque tiene problemas de estémago

® porque tiene problemas de vesicula o higado

® porque tiene problemas de tension alta o de corazén

@ porque tiene problemas de rifién

porque tiene alergia a algunos alimentos

® porque tiene &cido Urico o gota

® porque es vegetariana

@O por otro motivo, ¢cual?

© No sabe/No contesta

3. Desde que esta embarazada ¢cémo ha cambiado su
ingesta para los siguientes grupos de alimentos, con respecto
ala del afio antes del embarazo?

=

FRECUENCIA ALIMENTARIA Y ACTIVIDAD FISICA N° 1

5. ¢(Cuando come carne, co6mo de hecha le gusta comerla?
@ No como carne (pasar a pregunta 9)
@ Cruda
® Poco hecha
@ Hecha
® Muy hecha. © Ns/Nc
¢ Qué hace Vd. con la grasa visible, cuando come carne?
@ La quita toda.
@ Quita la mayoria.
® Quita un poco.
@ No quita nada.
. ¢,Cémo suele comer la carne

® Ns/Nc

Veces al

Nunca Mes Semana Ns/Nc
a. A la plancha
b. A la parrilla (grill)

c. Asada (horno)

LT B

d. Frita en aceite

e. Guisada
8. (Cémo de frecuente come lo tostado o quemado de la carne?

Eliminado W _ Igual A Ns/Nc @ Nunca o menos de una vez al mes
a. Lacteos y derivados @ @ (©)] @ (©)] g ;J-gav\;izeglarlnrises
b. Huevos o ® e © ® @ 1 vez a la semana
c. Came o © 0 ® © ® 2 0 mas veces a la semana ® Ns/Nc
d. Pescado g} @ O @ o 9. ¢Como de frecuente come la parte tostada del pescado?
e. Verduras @ @ O @ o ® Nunca o menos de una vez al mes
f. Legumbres @ @ 0 @ (©] @ Una vez al mes
g. Frutas @ @ €) @ ©] ® 2-3 veces al mes
h. Pan [0) ® 0 @ ©) @ 1 vez a la semana
i Aedhedecha ® ® 1) @ ® @ 2 0 més veces a la semana ® Ns/Nc
j. Mantequilla/margarina o ® ® ® ©® 10. ;Cémo de frecuente come el tostado (socarrat) de la paella?,
k. Aziicar/dulces ® © 0 ® o S onca 0 mate goa vez alimes
|. Bebidas alcohdlicas @ @ (€] @ (©)] ® 2-3 veces al mes
4. ¢Con qué frecuencia come comidas fritas? @ 1vez ala semana
® A diario. ® 2 0 mas veces a la semana ©® Ns/Nc
@ 5-6 veces por semana. 11. ;Qué clase de grasa o aceite usa para:
® 2-4 veces por semana. Mantequila Margarina Ac.Oliva  Ac.Olvirgen Ac. Veg Mezcla Ac.
@ 1 vez por semana. ALINAR i -5 _ .
® Menos de 1 vez por semana. ©® Ns/Nc COCINAR
FREIR

ACTIVIDAD FISICA Y EJERCICIO (referida al altimo afio)

1. En los dltimos 12 meses, ¢podria indicarme Vd. cuantas horas
al dia suele dormir, incluida la siesta?

min.

3. ¢Cuéntas horas ve usted la television, a la semana? (ajustar
al nimero entero mas cercano)
4. En su actividad en el trabajo u ocupacién principal esta...

© Casi siempre sentado

@ Sentado la mitad del tiempo

® Casi siempre de pie, quieto

@ Casi siempre caminando, levantando y llevando pocas cosas

® Casi siempre caminando, levantando y llevando muchas cosas

® Trabajo manual pesado
5. ¢(Cuénto tiempo camina o hace bicicleta al dia?

@ Casi nunca

@® Menos de 20 minutos al dia

® 20-40 minutos al dia

@ 40-60 minutos al dia

® Entre 1y 1 hora y media al dia

® Mas de 1 hora y media al dia
6. ¢ Cuanto tiempo dedica a actividades o tareas en casa?

@ Menos de 1 hora al dia

@ 1-2 horas / dia

® 3-4 horas / dia

@ 5-6 horas / dia

® 7-8 horas / dia

® Mas de 8 horas / dia

7. En su actividad en tiempo libre, ¢cuanto tiempo dedica a ver
television, ordenador o leer?
@ Menos de 1 hora al dia
@ 1 hora /dia
® 2 horas / dia
@ 3 horas / dia
® 4 horas / dia
® 5-6 horas / dia
@ Més de 6 horas / dia
8. En su actividad en tiempo libre, ¢cuanto tiempo dedica a
hacer ejercicio o deporte
@ Menos de 1 hora a la semana
@ 1 hora / semana
® 2 horas / semana
@ 3 horas / semana
® 4-5 horas / semana
® Mas de 5 horas / semana
9. Considerando toda su actividad fisica (trabajo u ocupacién
principal, hogar y tiempo libre), (,cémo se considera Vd.?
® Sedentaria (sentado casi siempre, sin actividad fisica, sin
deporte, bajo cuidados).
Poco activa (profesiones o actividades sentadas, amas de
casa con electrodomésticos, escaso deporte).
Moderadamente activa (trabajos manuales, amas de casa
sin electrodomésticos, deporte ligero, etc)
Bastante activa (trabajos o actividades de pie-andando,
deporte intenso, etc.).
Muy activa (Trabajo muy vigoroso, deporte fuerte diario)

@
€]
@
®
©® No sabe / no contesta
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Reflexion final

REFLEXION FINAL

El corazdn africano

es como el sol,

grande, rojo,

una fela de seda de color sangre

El amanecer africano baila.

Con el sol naciente

se alzan los primeros sonidos,
primero susurrantes, rumorosos,

y luego, al final mds y mds fuertes.

Pero todavia es de noche.
Y Sofia suena ...

Henning Mankell. El secreto del fuego

Mar, spor qué el autor del libro dice que Sofia es invencible2 Porque no se
rinde.

Asi son muchas de las mujeres africanas, invencibles, soportan la adversidad
con gran dignidad y son el soporte de sus familias, las que se ocupan y hacen
salir adelante a sus hijos. Esas mujeres que sufren tasas de mortalidad materna
enfre 500-800 por cien mil, comparada con tasas de é por cien mil en Europa,
cuando no se ven devastadas por el SIDA, paises como Costa de Marfil con
tasas del 20% en algunas zonas y una esperanza de vida que ha descendido a
45 anos. Esas grandes olvidadas. Porque aunque Africa es mucho mds que
miseria, la probabilidad de supervivencia y de futuro de una nina que nace en
una choza africana son infinitamente inferiores a una que nazca en una zona
mds rica. Sin embargo son mujeres fuertes y luchadoras, a las que quiero
agradecerles todo lo que aprendi cuando decidi irme fuera de Espana a
trabajar, en especial mi experiencia en Costa de Marfil, pais en el que trabajé
en la constitucién de una cohorte de mujeres infectadas por el VIH en un
programa para disminuir la transmision materno-infantil  del virus. Fue
extraordinaria la experiencia de ver su implicacién en la salud de sus bebés,
como se adherian al proyecto, teniendo en cuenta que era una época en la
que al principio no se disponia de tratamientos para el VIH y a las madres se les
anunciaba una enfermedad mortal en la mayoria de los casos, a la que

debian enfrentarse en soledad, debido a la estigmatizacion de la propia
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enfermedad, pero eran conscientes de hacer todo lo posible por no

transmitirles a sus recién nacidos la infeccién. Nunca vi nada igual.

No puedo tampoco dejar de recordar mi experiencia con los ninos, recuerdo
en especial un nino, enfre tantos, lamado Mohamed, como el profeta, al que
vi por primera vez en la espalda de su madre en el Hospital de Mandiana,
Guinea Conakry. Esa imagen no hubiera tenido nada de particular si no fuera
porque el nino debia de tener unos 10 anos y se encontraba en la espalda de
su madre porque sufria una gran desnutricion. Me acerqué a la madre y al nino
CUYyO0s 0jos, grandes y negros, me miraron y expresaron un horror que no podré
nunca olvidar. Una cara de terror me miraba y unos ojos negros me reflejaban
la gran injusticia que padecen los que aun no han contribuido a los males de
este mundo, los que aun son inocentes. Me aparté inmediatamente del nifo
para no asustarle mds y después junto con el enfermero africano, Moussa
Dialld, le explicamos a la madre lo que le pasaba al nifo y lo que le ibamos a
hacer. No sé que habrd sido de Mohamed después de tantos aios, si no habrd
sido uno de tantos cuyo futuro ha sido robado de entrada, pero unos dias
después de aquel episodio me acerqué al hospital a despedirme, era el final
de mi estancia como médica coordinadora de Médecins Sans Frontiéres en el
hospitalito de Mandiana, y queria despedirme de la gente y de las madres.
Entonces volvi a ver a Mohamed, todavia en la espalda de su madre, a
distancia le miré pues no queria volver a asustarle, pero mi sorpresa fue que el
nino no sélo no se asustd si no que me sonreia y que, cuando yo a mi vez me
acerqué tan sorprendida y haciendo aspavientos de alegria, el nino mds se
reia, era una muestra de que iba mejor. Aunque como digo no sé que habrd
sido después de Mohamed, comparti mi alegria con el resto de mamds v,
aungue no hablaba apenas unas palabras de su idioma, entendieron
perfectamente que me alegraba por el nino y fuimos al patio a hacer unas

fotos que plasmaron aquellos ojos negros, inocentes.

A todas esas madres y ninos dedico también este frabaijo.
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