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ENUMERACION DE LOS ARTICULOS DE LA TESIS

Tesis en formato clasico con 1 articulo anexado

La tesis consta del impacto de la exposicidn al diéxido de nitrégeno durante el embarazo
teniendo como objetivos el estudiar la posible afectacion al crecimiento fetal, funcién
placentaria y a los resultados perinatales. Se presenta un articulo de la implicacién del
didxido de nitrogeno con la funcion placentaria durante el embarazo utilizando unos
dispositivos personales. Los resultados de este articulo responden al objetivo 3 de la

tesis.

Marc Josep Cahuana-Bartra, Edurne Mazarico-Gallego, Alex Joan Cahuana-Bartra,
Rosalia Pascal, Lucia Alonso-Garcia, Jaume Targa, Concha Mufioz-Lozano, Payam
Dadvand, Maria Dolores Gomez-Roig. Maternal short-term exposure to NO, during

pregnancy and its relationship with Doppler markers of placental function.
Environ Res. 2022 Nov; 214(Pt 1):113813. Doi: 10.1016

Factor de impacto: 8.431. Cuatrtil: 1
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RESUMEN DE LA TESIS

Introduccion

La contaminacion ambiental del aire ha cobrado especial importancia en los altimos
afios debido a su aumento cada vez mayor en las grandes ciudades. Estos
contaminantes producen y exacerban enfermedades. Existen muchos estudios que
demuestran que la contaminacion ambiental afecta al organismo a nivel respiratorio,
cardiovascular, oncolégico, etc. y otros 6rganos o sistemas son objetos de estudio cada

vez mas.

El interés de los efectos de la contaminacion del aire sobre el embarazo cada vez es
mayor ya que la etapa fetal es especialmente sensible a factores externos que pueden
comportar cambios en la vida postnatal. EIl NO; es un contaminante del aire de gran
interés de estudio porgue se relaciona de manera directa a la contaminacion del trafico
de coches en las ciudades. EI NO,, ademas de tener un impacto negativo sobre la salud,
tiene la ventaja de poder ser monitorizado utilizando dispositivos personales simples y
ser utilizados en estudios, con el objetivo de determinar de forma mas precisa el efecto

de la contaminacion del aire a nivel individual y directamente.

El interés en el estudio de la exposicion materna al NO, y sus consecuencias en el

embarazo son cada vez mayor y sus resultados son muy variados.

De la revision de la literatura, se constata que existen pocos estudios que analicen de
manera prospectiva y en afios recientes la exposicion materna al NO utilizando un

dispositivo personal.

27



Hipotesis y objetivos

La hipétesis de nuestro trabajo es que la exposicion materna al NO, durante el embarazo
afecta negativamente al crecimiento fetal y a la funcion placentaria, asi como a los

resultados perinatales.

El objetivo de este estudio es conocer la asociacidon existente entre la exposicién
materna al NO;, utilizando un dispositivo personal, y el crecimiento fetal, funcién

placentaria y los resultados perinatales.
Se especifican a continuacion:

= Objetivo 1: Conocer el grado de exposicién de nuestra poblacién de estudio al
NO; utilizando un dispositivo personal.

= Objetivo 2: Estudiar la asociacion existente entre la exposicion materna al NOo,
utilizando un dispositivo personal, y el crecimiento fetal.

= Objetivo 3: Estudiar la asociaciéon existente entre la exposicion materna al NOo,
utilizando un dispositivo personal, y la funcion placentaria.

= Objetivo 4: Estudiar la asociacion existente entre la exposicion materna al NOz,

utilizando un dispositivo personal, y los resultados perinatales.

Metodologia
Disefio, ambito y poblacién de estudio

Se realiza un estudio analitico prospectivo de la poblacion de la Metropolitana Suroeste
de Barcelona en el Servicio de Obstetricia del Hospital Universitari Sant Joan de Déu de
Esplugues de Llobregat. Las gestantes se reclutan cuando realizan la ecografia

morfolégica en el hospital y cumplen los criterios de inclusion.

28



Esquema de trabajo
Primera visita:

Se citan las gestantes en la semana 28 de gestacion donde se les proporciona un
cuestionario sociodemografico. En la misma visita se realiza también una ecografia
obstétrica para la obtencion de las biometrias fetales, el célculo del peso fetal y los datos
del estudio Doppler con el indice de pulsatilidad (IP) de las arterias uterinas, umbilical,
cerebral media, ratio cerebroplacentario y ductus venoso. Finalmente se les
proporciona un dispositivo para la medicion del NO. que deben llevar consigo durante

un mesy se les instruye en su uso.
Segunda visita:

Se vuelven a citar a las mismas gestantes en la semana 32 de gestacion donde entregan
el dispositivo que han estado llevando durante 4 semanas para su analisis de
exposicion. Se realiza una segunda ecografia obstétrica para la obtencién de las

biometrias fetales, el calculo del peso fetal y los mismos datos del estudio Doppler.
Resultados perinatales:

Los resultados perinatales se obtienen de la revision de la historia clinica de la paciente
mediante el programa informatico clinico del propio hospital Estacié de treball Clinic

HCIS versién 3.10.6, una vez la paciente ha parido en el hospital.

Resultados

= Objetivo 1. Conocer el grado de exposicion de nuestra poblacion de

estudio al NO; utilizando un dispositivo personal.
Se observa un grado de exposicién materna al NO, media de 21,71 pg/m?®.

= Objetivo 2: Estudiar la asociacién existente entre la exposicién materna al

NO-, utilizando un dispositivo personal, y el crecimiento fetal.
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No se observa ninguna relacion significativa entre la exposicion materna al NO
y el diametro biparietal, perimetro cefalico, perimetro abdominal, longitud del

fémur ni el peso fetal estimado.

Objetivo 3: Estudiar la asociacion existente entre la exposicion materna al
NO-, utilizando un dispositivo personal, y la funcién placentaria.

Se observa una relacién inversamente proporcional entre la exposicion materna
al NO; y el IP medio de las arterias uterinas y también una relacién inversa al
ratio cerebroplacentario con una p<0,05.

Objetivo 4: Estudiar la asociacion existente entre la exposicién materna al
NOg, utilizando un dispositivo personal, y los resultados perinatales.

No se encuentra relacion significativa en cuanto a la exposicién materna al NO>

y los resultados perinatales.

Conclusiones

La poblacion de estudio presenta un grado de exposicion al NO, aceptable seguin
las recomendaciones de la OMS.

La exposicidbn materna al NO,, medida utilizando un dispositivo personal, se
asocia a una disminucién del IP medio de las arterias uterinas y una disminucién
del ratio cerebroplacentario.

En nuestro estudio no se observa asociacion significativa entre la exposicion

materna al NO; y el crecimiento fetal ni tampoco con los resultados perinatales.
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1. INTRODUCCION

1.1 Introduccion general

La etiologia de las enfermedades suele ser multifactorial donde al componente
ambiental se le reconoce una importancia cada vez mayor (1) (Figura 1). Destaca la
contaminaciéon ambiental como un factor negativo para la salud (2) (3), describiéndose
diferentes contaminantes en distintos medios como el aire, el agua, los alimentos, etc.
El reto en la actualidad es identificar cdmo estos contaminantes afectan a los diferentes

organos y sistemas del organismo y sus respectivas poblaciones diana de riesgo.

Agente etiolégico

Enfermedad

Huesped susceptible Medio ambiente

Figura 1. Etiologia de las enfermedades con sus factores principales.

Fuente: Luyten LJ et al (1).

La contaminacion ambiental del aire, segun las Ultimas guias de la calidad del aire de
la OMS (4), ha cobrado especial importancia en los Ultimos afios debido a su incremento
en las grandes ciudades. Una de las causas principales del aumento de la
contaminacién del aire es la alta frecuencia de la combustién diésel (trafico de coches,

trafico aéreo, maquinarias de obras, calderas, etc.).
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Podemos definir la contaminacién del aire como una compleja mezcla de diferentes
contaminantes entre los cuales destacan el material particulado inferior a 2,5 micras de
didametro (PM.5s), el inferior a 10 micras de diametro (PMio), diéxido de nitrégeno (NO>),
otros 6xidos de nitrdgeno (NOy), didxido de azufre (SO), ozono (Os) y mondxido de
carbono (CO), entre otros (5). Estos contaminantes, en su conjunto y por separado,
tienen repercusion a nivel respiratorio, cardiovascular, oncolégico, etc. y han sido
ampliamente estudiados (6)(7)(8). Incluso, se relaciona la exposiciéon de nifios a

contaminantes del aire con aparicion de trastornos en el neurodesarrollo (9)(10).

Por lo tanto, la contaminacion del aire representa un importante problema de salud

publica, tanto en los paises desarrollados como en los paises en vias de desarrollo.

Segun estimaciones de 2016, la contaminacién atmosférica en las ciudades y zonas
rurales de todo el mundo provoca cada afio 4,2 millones de muertes prematuras. Esta
mortalidad se debe a la exposicidon a material particulado de 2,5 micrones o0 menos de
diametro (PMs), que puede causar enfermedades cardiovasculares y respiratorias, asi

CcOmo procesos neoplasicos.

Se calcula que el 91% de los 4,2 millones de muertes prematuras por esta causa se
producen en paises subdesarrollados, principalmente en las Regiones de Asia
Sudoriental y el Pacifico Occidental segiin la OMS. Las ultimas estimaciones de la carga
de morbilidad reflejan el importantisimo papel que desempefia la contaminacién del aire
en las enfermedades cardiovasculares y la mortalidad derivada. Cada vez hay mas
pruebas que demuestran los vinculos que existen entre la contaminacion del aire
ambiente y el riesgo de enfermedad cardiovascular, incluidos algunos estudios

realizados en zonas altamente contaminadas.

La OMS estima que aproximadamente el 58% de las muertes prematuras relacionadas
con la contaminacién atmosférica que se produjeron en 2016 se debieron a cardiopatias

isquémicas y accidentes cerebrovasculares, mientras que el 18% de las muertes se
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debieron a enfermedades pulmonares obstructivas crdnicas e infecciones respiratorias

agudas y el 6% a cancer de pulmén (Figura 2).

Muertes prematuras por contaminacion

| Cardiovasculares
M Respiratorias
W Céancer pulmén

Otros

Figura 2. Muertes prematuras por contaminacién del aire segin OMS (4).

Fuente: Propia

Ademas, algunas muertes pueden atribuirse a mas de un factor de riesgo. Por ejemplo,
tanto el consumo de tabaco como la contaminacion del aire ambiente pueden provocar
cancer de pulmon. Por lo tanto, algunas de las muertes por cancer de pulmén podrian
haberse evitado con la mejora de la calidad del aire ambiente o con la reduccién del

consumo de tabaco.

Es fundamental abordar todos los factores de riesgo de las enfermedades no

transmisibles, entre ellos la contaminacién del aire, para proteger la salud publica.

La mayoria de las fuentes de contaminacion del aire exterior estan mas alla del control
de las personas y requieren la adopcion de medidas de salud publicas en las ciudades
por parte de las autoridades, asi como de las instancias normativas nacionales e
internacionales, en sectores tales como el transporte, la gestion de residuos

energeéticos, la construccion y la agricultura.
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Las directrices de la OMS sobre la calidad del aire ofrecen orientaciones o
recomendaciones a escala mundial sobre los umbrales y limites de los contaminantes
atmosféricos clave que entrafian riesgos para la salud. Estas recomendaciones se
aplican en todo el mundo y se basan en una evaluacién efectuada por expertos de las

pruebas cientificas actualmente disponibles sobre:

o la materia particulada (PM)
e el ozono (O3)
o el diéxido de nitrégeno (NOy)

o el dibxido de azufre (SO,)

Estas directrices también incluyen recomendaciones sobre las practicas adecuadas
desde el punto de vista cualitativo en relacion con el carbn negro (BC) o elemental, las
particulas ultrafinas (<1um) y las particulas derivadas de las tormentas de arena y

polvo.

1.2 Di6éxido de nitrégeno (NOy)

De los contaminantes del aire estudiados en la literatura destaca por su relevancia el
diéxido de nitrogeno (NO2) (11). Se trata de un compuesto quimico formado por un
elemento de nitrogeno y dos elementos de oxigeno mediante enlaces simples (Figura
3). Se trata de un contaminante de color marrén-amarillento que es producido por el
proceso de combustion y se correlaciona bien con otros contaminantes primarios como
las particulas de materia 0 el monoxido de carbono (12). EI NO. puede ser considerado
como un indicador de contaminacion del aire mas que un factor causal aislado de la
repercusion negativa sobre la salud (13). Es causante de problemas respiratorios
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cuando la exposicién es alta. En sangre, sus productos de metabolizacién se unen al
grupo hemo produciendo metahemoglobina dificultando la liberacién de oxigeno a los
tejidos (14) (15). Adicionalmente, el NO, puede ser monitorizado facilmente tanto a nivel

poblacional como individual (12).

Figura 3. Formula quimica estructural del diéxido de nitrégeno.

Fuente: Kirsch M et al (16).

1.2.1 Propiedades fisicas NO;

El diéxido de nitrégeno es un gas que tiene una densidad de 1,449 Kg/m?3. Tiene una
masa molar de 46,1 g/mol. Un punto de fusién de -11,2°C (262 K) y un punto de

ebullicién de 21,2°C (294 K) (16).
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1.2.2 Produccién NO;

En las areas urbanas el diéxido de nitrdgeno es un contaminante del aire muy coman.
Los procesos de combustion, principalmente en el transporte terrestre, maritimo y aéreo,
y las centrales térmicas emiten monoxido de nitrogeno (NO). El NO, una vez en la
atmosfera, se oxida (reacciona con el oxigeno y el ozono del aire) y se convierte en

dioxido de nitrégeno (NOy).

El NO; es la fuente principal de los aerosoles de nitrato, que constituyen una parte
importante de las PM2s Yy, en presencia de luz ultravioleta, del ozono. Las principales
fuentes de emisiones antropogénicas de NO;son los procesos de combustion
(calefaccién, generacion de electricidad y motores de vehiculos y barcos que utilizan
combustibles fésiles). Por este motivo, el NO; puede ser considerado como un indicador

de contaminacion del aire y del trafico de coches en las ciudades (17) (18).

En las viviendas, proviene del humo del cigarrillo, también de cocinas a gas y de

calentadores y estufas cuyos sistemas de combustion no estén correctamente aislados.

En la naturaleza, s6lo pueden encontrarse trazas procedentes de la respiracion

bacteriana, los incendios forestales o las erupciones volcanicas.

1.2.3 Efectos del NO, sobre la salud

La exposicibn a NO,de forma continuada puede disminuir la resistencia a
enfermedades infecciosas, inflamar las vias respiratorias en personas sanas y aumentar
los sintomas respiratorios en personas que sufren asma y bronquitis, especialmente en
los nifios. Estudios epidemiol6gicos demuestran que los sintomas de bronquitis en nifios

asméticos aumentan en relacion con la exposicion prolongada al NO; (19) (20).
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La disminucion del desarrollo de la funcién pulmonar también se asocia con las
concentraciones de NO- registradas u observadas actualmente en ciudades europeas

y norteamericanas (4).

Otros efectos conocidos son el agravamiento de enfermedades cardiovasculares, y

ademas es causa de tos e irritacion de los 0jos, la garganta, la nariz y los pulmones (17).

En las ciudades, es precursor del ozono troposférico, que forma parte de PMs. También
se ha descrito que exposiciones altas y prolongadas a las particulas finas producen
dolencias cardiovasculares e incrementan la mortalidad de la poblacion a largo plazo
(8). Estudios mas recientes relacionan este contaminante gaseoso con una disminucién
de la capacidad de atencion de los nifios en el corto plazo, pesos bajos al nacer y

mayores probabilidades de partos prematuros (21) (22) (23).

1.2.4 Valores de NO: fijados por las directrices de la OMS

A nivel de legislacion, el valor de 40 ug/m® de media anual es el que fijan las directrices
de la OMS con el objetivo de proteger a la poblacién de los efectos nocivos para la salud

del NO; en estado gaseoso.

A modo de ejemplo, en las Figuras 4 y 5 se muestran los niveles de NO; de Espafia y
Catalunya durante el 2021. En la Figura 4 se observa que Unicamente en la ciudad de
Madrid sobrepasé el valor de limite anual (VLA) de 40 pug/m?3; mientras que en el resto

de las comunidades autbnomas estaban por debajo.
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Figura 4. Calidad del aire de 2021 en Espafia respecto al VLA de NO.

Fuente: Ministerio para la Transicién ecol6gica y el reto demograéfico.

X NO2 Valor Limite Anual
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Figura 5. Calidad del aire de 2021 en Catalunya respecto al VLA de NOx.

Fuente: Ministerio para la Transicion ecoldgica y el reto demogréfico.
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En el Figura 6 se muestra la evolucion de la calidad del aire en referencia al NO- en el
periodo comprendido de 2011 y 2021 en Catalunya. Se puede observar que en los
tltimos 2 afios no hay ninguna estacion que supere el VLA y por lo tanto existe una

mejoria en la calidad del aire.

CATALUNA: NO, anual

n2 zonas

16 -
14
12 4

10

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

m<SVIA m> VIA+MdT*

Figura 6. Evolucion de la calidad del aire en Catalunya respecto al VLA de NO2 (2011-2021).

Fuente: Ministerio para la Transicién ecoldgica y el reto demograéfico.

La OMS en 2022 hace unas nuevas recomendaciones marcando un nuevo VLA el cual
se determina en 10 pg/m? de media anual y unos maximos diarios de 25 pg/m?® que no

se deberian superar de 3-4 veces al afio (4)

1.3 Contaminacién del aire y gestacion

En el ambito de la obstetricia el interés sobre el impacto de la contaminacion del aire
sobre el embarazo es creciente. Como se demuestra en diferentes estudios, la etapa
fetal es sensible también a factores externos que pueden implicar cambios de salud en
la vida postnatal (24). Numerosos estudios abordan la asociacion entre la contaminacion
del aire y afectacion del embarazo asi como los resultados perinatales adversos (25)

(26).
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A continuacién se detallan las diferentes situaciones patoldgicas del embarazo y

resultados perinatales en relacion con la contaminacion del aire:

1.3.1 Contaminacion del aire y abortos

Se relaciona la contaminacion del aire con los abortos, definidos como la pérdida
gestacional antes de la semana 20 de embarazo. Dicha relacién se establece
principalmente con la exposicién a PM (27) (28) pero también con la exposicién materna

al SO, (29), el Oz (27) (28) (30) y el NO, (31).

1.3.2 Contaminacion del aire y restriccion en el crecimiento fetal

Algunos contaminantes del aire como el SO, el NO- y las PM1o Se asocian a un aumento

de fetos con retraso de crecimiento (32).

1.3.3 Contaminacioén del aire y estados hipertensivos del embarazo

El NO,, las PM y el O3 se relacionan con los estados hipertensivos del embarazo (33).
Otros autores observan una asociacion positiva también con la exposicion materna al
NOx (34). Otros trabajos observan una relacién con el NO, y el BC con la preeclampsia

(35).

1.3.4 Contaminacioén del aire y parto prematuro

Algunos estudios relacionan la contaminaciéon del aire con el parto prematuro
observando un aumento de su incidencia (35). Otros trabajos también relacionan el Os,

el SO, las PM1oy PM2 5 con el parto pretérmino (36) (37) (38) (39) (40).
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1.3.5 Contaminacioén del aire y bajo peso al nacer

El NO; y las PM se relacionan con bajo peso al nacer (36)(37)(38)(41). Estudios

recientes relacionan la exposicion a PM2s con un menor peso al nacer (42).

1.3.6 Contaminacioén del aire e implicaciones en la infancia

También se asocia el NO; con alteraciones en el neurodesarrollo. Guxens et al (43)
observan una asociacion negativa entre la exposicion materna a las PM y al NO; y el
desarrollo motor en los primeros 6 meses de vida. Otros autores hallan una exposicion
mayor a la contaminacion del aire en nifios con discapacidad intelectual (44), mientras
gue otros trabajos sugieren que la exposicion a dicha contaminacion prenatal podria

resultar en un retraso en el neurodesarrollo en la infancia precoz (45).

A nivel obstétrico, tanto la medicién del crecimiento fetal como de la funcion placentaria
son préacticas que se realizan a diario y que muestran de manera indirecta el correcto
desarrollo de la gestacién. Por ser objetos de estudio de la tesis actual, se describen

con mas detalle a continuacion:

Contaminacion del aire y crecimiento fetal

La evaluacion del crecimiento fetal es un procedimiento que se realiza en la practica
clinica durante el embrazo. El calculo del peso fetal estimado se obtiene mediante la
medicién de las biometrias fetales ecograficas (46). Las biometrias fetales utilizadas son
el diametro biparietal (DBP), el perimetro cefalico (PC), el perimetro abdominal (PA) y
la longitud del fémur (LF). Con estas medidas ecogréaficas y utilizando la formula
HADLOCK obtenemos el peso fetal estimado (PFE). El calculo del percentil del PFE es

necesario para comparar el peso y poder dar una valoracion del crecimiento, por eso es
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fundamental saber el sexo fetal y conocer exactamente la edad gestacional. En nuestra
practica clinica, datamos el embarazo segun la longitud craneo-caudal (LCC) obtenida
en la ecografia del primer trimestre. La identificacion de fetos con crecimiento anormal
es clinicamente relevante porque un subgrupo de ellos se asocia a un peor resultado

perinatal, asi como consecuencias a largo término en la eventual vida adulta (47).

Hay muchos grupos de trabajo que han estudiado la relacién entre los diferentes
contaminantes del aire con el crecimiento fetal y el PFE. La mayoria de los estudios
detallan cada biometria con la exposicion al contaminante del aire correspondiente. En
cuanto a los resultados, algunos no observan asociacién significativa entre la
contaminacion del aire y el crecimiento fetal (48). Otros en cambio, si observan una
asociacion significativa entre la exposiciéon a la contaminacion del aire y el crecimiento
fetal (49) y peso al nacer (50). Estos resultados, en algunos casos dispares de la
literatura, hacen de interés el estudio mas acurado de la exposicién a la contaminacion

del aire con el crecimiento fetal.

Contaminacion del aire y funcién placentaria

La funcién placentaria es fundamental para garantizar el correcto crecimiento y
desarrollo fetal. Su disfuncion, conocida como insuficiencia placentaria, puede tener
muchas causas, algunas de ellas aun desconocidas. No obstante, esta disfuncién se
manifiesta clinicamente como dos grandes entidades obstétricas: el retraso de
crecimiento fetal y la preeclampsia, con una alta asociacion entre ellas. La funcion
placentaria puede evaluarse desde una perspectiva histopatolégica, bioquimica
(factores angiogénicos) o hemodinamica (estudio Doppler de vasos materno-fetales).
En cuanto a la perspectiva hemodinamica (la mas utilizada en la practica clinica

obstétrica), el estudio Doppler materno-fetal evalla los cambios hemodinamicos

causados por la insuficiencia placentaria. Los vasos mas ampliamente evaluados son:
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las arterias uterinas (AUt) maternas, la arteria umbilical fetal (AU), la arteria cerebral

media fetal (ACM) y el ductus venoso (DV) fetal.

1.3.8.1 Arterias Uterinas (AUt)

El estudio Doppler de las AUt permite estudiar la resistencia uteroplacentaria. Para
objetivar el grado de resistencia vascular ecografica se calcula el indice de pulsatilidad
(IP) que es el pico de flujo sistolico menos el flujo telediastolico dividido por el flujo
medio. Valores de IP altos son consecuencia de un flujo diastélico menor (51) (52) y por
lo tanto una resistencia vascular aumentada (53). Un IP de las AUt aumentado indica
una resistencia uteroplacentaria aumentada, que a su vez refleja una insuficiencia
placentaria (13). El estudio de este vaso tiene un valor diagndéstico y prondstico en el
manejo de los fetos con restriccién de crecimiento (54). También su valor elevado por

encima del percentil 95 se relaciona en los estados hipertensivos del embarazo.

1.3.8.2 Arteria Umbilical (AU)

El estudio Doppler del IP de la AU evalla la resistencia feto-placentaria (55). En el
estudio del crecimiento fetal restringido un valor de IP elevado superior al percentil 95
responde a un estado mayor de resistencia al flujo feto-placentario. Su estudio de IP y
forma de la onda es de utilidad para determinar en qué estadio de retraso de crecimiento

fetal se encuentra el feto.

1.3.8.3 Arteria Cerebral Media (ACM)

El estudio Doppler de la ACM evalula la resistencia al flujo sanguineo cerebral. Su uso
es importante para valorar el estadio en el retraso de crecimiento ya que el feto ante una

situacion de hipoxia realiza una distribucion hemodinamica derivando mayor flujo en
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6rganos nobles como es el cerebro y eso se observa con un IP disminuido. Por lo tanto,
una disminucién de su resistencia representa la adaptacion fetal a una situacion de

hipoxia (56).

1.3.8.4 Ratio cerebroplacentario (RCP)

El ratio cerebroplacentario, tal como indica su hombre, es el cociente entre el IP de la
ACM Yy el IP de la AU; esta relacion se ve disminuida en situaciones de hipoxia, siendo

méas sensible que sus componentes por separado (57) (58).

1.3.8.5 Ductus venoso (DV)

El estudio Doppler del ductus venoso representa el retorno venoso al corazon derecho
fetal (47). Ante estadios avanzados de retraso de crecimiento su IP aumenta
traduciendo un fallo en la funcion cardiaca derecha y reflejando, por tanto, una situaciéon

muy critica del feto (58).

Al igual que el crecimiento fetal, el interés en estudiar la afectacion de la contaminacion

del aire con la funcién placentaria es cada vez mayor.

En la literatura destacan pocos estudios que estudien la exposiciéon a la contaminacién
del aire y la funcién placentaria siendo incluso los resultados dispares (12) (13) (59) v,

por lo tanto, es también motivo de interés.
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1.4 Exposicion al NO2 durante la gestacion

ElI NO; es objeto de estudio cada vez més en la posible afectacion durante el embarazo.
La mayoria de los estudios centran su interés en la asociacion entre la exposicion al
NO: y el crecimiento fetal. Algunos autores observan asociacion inversa significativa
entre la exposicion materna al NO; y el crecimiento fetal (60) (61) (62) (63). Otros en

cambio, no observan ninguna relacion significativa (12) (64) (65).

Pero aun en la literatura disponible, existen muy pocos estudios que evallen la
exposicion materna al NO: y la funcion placentaria desde una perspectiva
hemodinamica (12), con el estudio Doppler materno-fetal, y sus resultados son
inconcluyentes. En referencia a los Dopplers fetales (IP AU e IP ACM) no se hallan
asociacion significativa con la exposicion al NO2 y en ninguno de ellos se ha valorado
directamente el ratio cerebroplacentario (12) (13) (66). En cuanto a la valoracion de las
arterias uterinas, algunos estudios no encuentran asociacion con el NO2 (12) (13) y un
Unico estudio, en cambio, observa una relacién directa: aumentando la resistencia de

las AUt a niveles superiores de NO, (11).

1.5 Medicién de la exposicién a la contaminacién del aire

Medir la exposicién a la contaminacion del aire es un reto en la actualidad. La finalidad
es encontrar un método que obtenga datos comparables, reales y fiables. Los trabajos
gue estudian el efecto de la contaminacion del aire suelen utilizar, de manera muy

resumida, dos modelos (indirecto y directo o personal):
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1.5.1 Medicion indirecta de la exposicion a contaminantes del aire

Cada vez son mas las ciudades que incluyen sistemas de monitorizacion de la calidad
del aire como estrategia ambiental para controlar e informar acerca del estado de la

contaminacién atmosférica en ndcleos urbanos y alrededores (25).

Las estaciones de calidad del aire utilizan una estacion fija que emplea un modelo
matematico mediante algoritmos para analizar la contaminacion, particularmente en
areas densamente pobladas. EI modelo se basa en patrones de contaminacién

predecibles para estimar las concentraciones en un area en patrticular.

Dichos sistemas de monitorizacidbn permiten suministrar directamente los datos de
calidad del aire recogidos al Sistema Mundial de Vigilancia del Medio Ambiente (GEMS).
Se crean asi registros e inventarios de las diferentes fuentes y tipos de elementos
contaminantes del aire, con el objetivo de mantener eficaces programas de control de
la calidad del aire (4). Los principales elementos contaminantes detectados en las

estaciones de vigilancia de la calidad del aire suelen ser:

e Mondxido de azufre (SO)

o Dioxido de nitrégeno (NO>)
o Dio6xido de carbono (CO,)
e 0Ozono (0s)

e Particulas totales en suspension (PST)

Las concentraciones ambientales de los contaminantes del aire estan sujetos a una alta
variabilidad espacio-temporal (67). La mayoria de los estudios de contaminacion y
gestacién obtienen la exposicidbn materna a los contaminantes del aire mediante los

siguientes métodos indirectos:
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= Mediciones fijas: mediciones de contaminantes efectuadas en lugares fijos,
ya sea de forma continua o aleatoria, siendo el nimero de mediciones
suficiente para determinar los niveles observados de conformidad con los
objetivos de calidad de los datos.

= Mediciones indicativas: mediciones cuyos objetivos de calidad de los datos
en cuanto a cobertura temporal minima son menos estrictos que los exigidos
para las mediciones fijas.

= Modelizacion: técnicas de evaluacion que pueden ayudar a evaluar los
niveles de contaminacion y que pueden ser utilizados junto con las
mediciones para evaluar el cumplimiento de los valores limite y los valores
objetivo.

= Estimacion objetiva: métodos matematicos para calcular concentraciones a
partir de valores medidos en otros lugares y/o tiempos, con base en el

conocimiento cientifico de la distribuciéon de concentraciones.

La mayoria de éstos métodos indirectos permiten obtener un gran tamafo muestral,
estudiar mas de un contaminante y la posibilidad de hacer estudios retrospectivos (68)

para cuantificar la exposicion (Figura 7).

Figura 7. Estaciones fisicas para medicion de diferentes contaminantes del aire.

Fuente: Steinle S, et al. (54).
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1.5.2 Medicion directa de la exposicion mediante dispositivo personal

Cuantificar la exposicion a la contaminacién del aire es un reto mayor cuando se trata
de hacer estudios de causa y efecto. Los nuevos avances tecnoldgicos nos permiten
monitorear mediante dispositivos y sensores la exposicion personal a los contaminantes
del aire directamente mientras las personas se mueven en su dia a dia, considerando
las variaciones Unicas espacio-temporales (68). La mayoria de los estudios en poblacién
obstétrica estiman la exposicion a la contaminacion del aire usando estaciones fijas de
calidad de aire (12). Estos métodos son mas adecuados para estudios de grandes
poblaciones (69) y permiten cuantificar la exposicién a contaminantes diariamente, pero
inevitablemente adquieren un caracter indirecto respecto al escenario real de exposicion
ya que cada individuo tiene un patrén de actividad Gnico. Revisando la literatura, son
muy pocos los estudios en obstetricia (12) (70) (71) que evallen la exposicion a la

contaminacioén del aire usando un dispositivo personal.

Finalmente, realizando esta revision bibliografica sobre la exposicion a la contaminacion
del aire y la gestacion encontramos interesante estudiar mas en profundidad este tema

destacando como puntos de interés:

e Estudiar el diéxido de nitrdgeno como representante de la contaminacién del
aire.

e Evaluar la exposicién a éste mediante dispositivos personales obteniendo en
cada momento la concentracion de NO; gracias a la facil portabilidad del
dispositivo.

e Estudiar el crecimiento fetal, la funcién placentaria y los resultados perinatales y

antropométricos como posibles parametros afectados.

Cabe también destacar que se trata de un estudio prospectivo que recoge, por lo

tanto, los niveles de contaminacién del momento del estudio.
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1.6 Publicacién de revision sobre tema relacionado

Se adjunta una revision realizada sobre la exposicion ambiental durante el embarazo

publicada en la revista Fetal Diagnosis and Therapy en 2021.
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alcohol spectrum disorders, foetal alcohol syndrome being
its most extreme form. Smoking is associated with placental
abnormalities, preterm birth, stillbirth, or impaired growth
and development, as well as with intellectual impairment,
obesity, and cardiovascular diseases later in life. Negative
birth outcomes have been linked to the use of drugs of
abuse. Pregnant and lactating women are exposed to endo-
crine-disrupting chemicals and heavy metals present in
foodstuffs, which may alter hormones in the body. Prenatal
exposure to these compounds has been associated with pre-
eclampsia and intrauterine growth restriction, preterm birth,
and thyroid function. Metals can accumulate in the placenta,
causing foetal growth restriction. Evidence on the effects of
air pollutants on pregnancy is constantly growing, for ex-
ample, preterm birth, foetal growth restriction, increased
uterine vascular resistance, impaired placental vasculariza-
tion, increased gestational diabetes, and reduced telomere
length. The advantages of breastfeeding outweigh any risks
from contaminants. However, it is important to assess health
outcomes of toxic exposures via breastfeeding. Initial stud-
ies suggest an association between pre-eclampsia and envi-
ronmental noise, particularly with early-onset pre-eclamp-
sia. There is rising evidence of the negative effects of envi-
ronmental contaminants following exposure during
pregnancy and breastfeeding, which should be considered
a major public health issue. ©2021 5. Karger AG, Basel

Introduction

Environmental, lifestyle, and personal factors are con-
sidered health determinants with the capacity to influ-
ence diseases, quality of life, and mortality. Recent scien-
tific evidence suggests that preconception and prenatal
exposure to toxic environmental agents may have a criti-
cal and lasting effect on future health and disease suscep-
tibility [1-3]. This programming hypothesis was intro-
duced by David Barker in 1990 who found an association
between growth retardation, low birth weight, and pre-
mature birth, and hypertension, coronary heart disease,
and non-insulin-dependent diabetes in adulthood. Given
that development continues after birth, Woodruff et al.
[3] described sensitive windows occurring in the pericon-
ceptional period (before, during, and shortly after fertil-
ization) and during pregnancy but also throughout in-
fancy, childhood, and puberty (Fig. 1) [4].

Relationship between environmental pollution and
abortion has been demonstrated for exposure to magnet-
ic fields and tobacco. In addition, more recent studies
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suggest that exposure to air pollutants such as particulate
matter or cooking smoke may also be associated with
higher risk of abortion. However, exposure to carbon
monoxide showed inconsistent results, and no clear evi-
dence was found for other pollutants like heavy metals or
organochlorine compounds [5].

The placenta is a barrier between mother and foetus.
It regulates the delivery of nutrients, removes waste prod-
ucts, and protects the foetus from potentially noxious
substances [6]. However, most classes of environmental
pollutants can reach the foetal environment and accumu-
late in the placenta and foetus. In these cases, foetal expo-
sure is greater than maternal exposure.

The World Health Organization warns that an esti-
mated 12.6 million people die each year as a result of liv-
ing in unhealthy environments [7]. Scientific societies
such as the International Federation of Gynaecology and
Obstetrics work to raise awareness on this fact, in an ef-
fort to minimize the exposure to toxins that negatively
influence the health of mothers and their newborns [8].

The aim of this review was to examine published stud-
ies on the effects of environmental exposure during preg-
nancy and the consequences on early life. Environmental
contaminants included in this review are substances of
abuse (alcohol, tobacco, and drugs of abuse), air pollu-
tion, chemicals, heavy metals, and noise. A search for
English written articles was performed using the MED-
LINE/PubMed/Cochrane databases. Papers published
between 2000 and April 2020 were selected. Combina-
tions of the following terms were used for the search: en-
vironmental exposure, pregnancy exposure, alcohol, to-
bacco, drugs of abuse, maternal food, endocrine disrup-
tors, toxic metals, air pollution, noise, and breastfeeding.
Studies of interest were identified, and their methodology
and key results examined. Review team members screened
titles and abstracts and selected articles that seemed per-
tinent to the topic. Moreover, publications were also ana-
lysed based on the type of study, type of environmental
exposure, number of cases, and possible biases. This is a
narrative review, given the high heterogeneity of results
on pregnancy exposure in the literature.

Environmental Exposure during Pregnancy

Exposure to toxic environmental agents during preg-
nancy has an effect on perinatal outcomes as well as on
health during infancy and childhood. Different toxic sub-
stances have been studied to assess their impact on preg-
nancy, the neonatal period, and the child’s early life.

Gomez-Roig et al.
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Windows of susceptibility

Early prenatal
(1-16 wk)

Postnatal
(>birth)

Mid-late prenatal
(17-40 wk)

Central nervous system (3 wk—20 yr)
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-
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i

Immune system (8—40 wk): memory and competence birth-10 yr

Kidneys (4-40 wk)

Lungs (340 wk): Alveloar phase birth-10 yr

Skeleton (1-12 wk) I

Eyes (440 wk)

Reproductive system (7-40 wk): maturation in puberty

Maternal and paternal exposure

Personal exposure

Fig. 1. Human organogenesis and windows of susceptibility: prenatal and postnatal exposure. Modified from the
World Health Organization “State of the science of endocrine-disrupting chemicals - 2012.” Summary for Deci-

sion-Makers [4].

Alcohol

Alcohol consumption is highly prevalent during preg-
nancy in our society. According to the Royal College of Ob-
stetricians and Gynaecologists, 29% of British pregnant
women drink alcohol [9], while studies in Barcelona (Spain)
reveal, through biological matrices, a 45% mild-moderate
social consumption in the study population [10, 11].

Alcohol consumption during pregnancy may cause a
range of adverse effects to the foetus (foetal alcohol spec-

Environmental Exposure during
Pregnancy

trum disorders [FASDs]) [12]. To date, a safe level of al-
cohol consumption during pregnancy, or consumption
period, has not been determined, and the use of alcohol
should thus be avoided. FASDs affect up to 1% of the pae-
diatric population [12-14]. Broadly, the following clinical
features are commonly seen in foetal alcohol syndrome:
(1) morphological malformations, particularly craniofa-
cial features (midface hypoplasia, wide-spaced eyes, and
a smooth philtrum); (2) growth restriction; and (3) cen-
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tral nervous system impairment, resulting in motor, cog-
nitive, learning, and behavioural disorders [14, 15].

Alcohol affects multiple metabolic pathways during
foetal development, partly through the alteration of DNA
methyltransferase activities (Dnmt) (Dnmtl, Dnmt2,
Dnmt3a, and Dnmt3b) that shape the global epigenetic
pattern of the developing foetus [16-18]. Consequently,
the expression of key genes is deregulated, for example,
insulin-like growth factors 1 and 2 [19-21], glial fibrillary
acidic protein in astrocytes [22], and serine/threonine
protein kinase GSK3p, which regulates the neurogenesis
regulators NeuN and doublecortin (DCX) and neuronal
survival [23]. Moreover, ethanol metabolism increases
the production of reactive oxygen species, reducing the
capacity of the endogenous antioxidant mechanisms
[24], which promotes oxidative stress and neuroinflam-
matory processes [25]. The increase in reactive oxygen
species alters protein structures and mitochondrial respi-
ration, leading to cellular apoptosis [26].

Tobacco

Global prevalence of smoking during pregnancy is
high. A national survey conducted in the USA in 2012
revealed that 15.9% of pregnant women smoked ciga-
rettes [27]. Similar patterns were observed in Europe in
2011 and Australia in 2014 [27].

Smoking during gestation is positively associated with a
range of poor foetal outcomes, for example, increased risk
of abortion or impaired development and growth [28] as
well as with long-term consequences such as intellectual im-
pairment later in life [29]. Lean body mass of babies of non-
smoking mothers seems to be more affected than fat mass
[30], and during the first year of life, children of smoking
mothers show complete catch-up growth [31]. There is also
a causal relationship between maternal exposure to smoke
and the risk of orofacial cleft, congenital heart disease, neu-
ral tube defects, and gastrointestinal malformations [32-
34]. Pregnancy complications such as pre-eclampsia have
also been linked to smoking. Over the last years, a number
of studies have reported negative associations between
smoking and pre-eclampsia. A recent case-control nested
study [35] carried out in Iceland found that this paradox was
due to selection bias of the previous studies and absence of
crucial confounders in the analyses. Based on a program-
ming effect [36], maternal smoking during pregnancy may
determine the child’s medium- to long-term future weight
status, blood pressure, or cardiovascular diseases. Although
the underlying mechanisms remain unclear, longitudinal
studies sustain that children of smoking mothers have a
higher risk of developing obesity over time [37, 38].

248 Fetal Diagn Ther 2021;48:245-257
DOI: 10.1159/000514884

The effects of foetal exposure to nicotine from snus
(moist snuff), nicotine replacement therapies, or vaping
(electronic cigarette use) are less clear [39]; for example,
plasma nicotine levels when snuffing is lower in compar-
ison to cigarette smoking, although total concentration
over time is higher [39]. The amount of nicotine con-
sumed by vaping is similar to that of cigarette smokers
[40]. This is important because the prevalence of female
smokers of childbearing age in Scandinavian countries
(where snus is popular) is decreasing but that of snus is
increasing [41]. Besides, vaping is increasing worldwide
with a misperception that e-cigarettes are not as damag-
ing as regular cigarettes during pregnancy [40]. However,
similar to tobacco, once the nicotine is absorbed and
reaches the maternal plasma, it affects the foetus by trans-
fer through placenta both in snus and vaping, so the po-
tential harmful effects are the same as in tobacco use.

Drugs of Abuse

Prenatal substance abuse has increased among preg-
nant women, although its prevalence is still underesti-
mated. In 2017, the American National Survey on Drug
Use and Health determined that 194,000 pregnant wom-
en had used illegal drugs in the previous month [42].

Drug misuse has been linked to negative birth out-
comes, although the individual impact of each substance
remains unclear because of the confounding effects with
coexisting substances. Moreover, addicted women often
experience inadequate prenatal care, malnutrition,
chronic illness, and poverty, which may exacerbate any
potential problem during foetal development [27].

Prenatal drug use has been associated with microceph-
aly and adverse consequences for the foetus and (later)
adolescent brains [43]; changes in brain morphology and
synaptic plasticity have been reported [44], leading to lack
of attention, reduced executive functioning skills, and
disabilities in learning and memory, and consequently
poorer academic attainment and behavioural problems
[45-47]. Cannabis, cocaine, heroin, and methamphet-
amine are the most consumed substances. Their use may
cause foetal loss, preterm birth, small-for-gestational age,
birth defects, and admission to the neonatal intensive
care unit [48]. Cocaine and methamphetamine have been
linked to premature rupture of membranes and placental
abruption, pre-eclampsia, and gestational hypertension
[49-52]. The main consequences of opioid exposure in
pregnancy are postnatal growth delay, microcephaly,
neurobehavioral disabilities, and sudden infant death
syndrome [53, 54]. In addition, maternal opiate use in-
creases the risk of neonatal abstinence syndrome [54] in-
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Table 1. Toxic chemicals and main dietary sources

Toxic compound Food presence

Toxic compound

Food presence

Mercury [59] Fish/seafood (swordfish, sharks) Cadmium [60, 61] Cereals/grains (rice, wheat)
Wild mushrooms Vegetables (roots)
Dietary supplements Meat/poultry
Non-alcoholic beverages Seafood (bivalve molluscs)
Lead [63] Bread and rolls Hexavalent chromium [62] Drinking water
Tea Special nutritional use products
Tap water Herbs, spices, condiments
Potatoes Sugar
Fermented milk
Beer-like beverages
Arsenic [65] Fish/seafood Aluminium [64] Cereals
Algae (hijiki) Vegetables
Cereals (rice grains) Beverages

Infant formulas

cluding irritability, poor feeding, tremors, hypertonia,
vomiting, loose stools, seizures, and respiratory distress.

Drugs of abuse such as cocaine and amphetamines act
by inhibiting serotonin, norepinephrine, and dopamine
transporters. Cocaine- and amphetamine-related inhibi-
tion of these transporters in the placenta may increase
serotonin and norepinephrine levels, which are potent
vasoactive mediators in the intervillous space. This may
cause uterine contraction and vasoconstriction, with sub-
sequent premature delivery, decreased placental blood
flow, and intrauterine growth retardation [55].

Prenatal Exposure to Endocrine Disruptors and Toxic

Metals

Endocrine-disrupting chemicals (EDCs) are exoge-
nous chemicals (phenols, phthalates, parabens, flame re-
tardants, and heavy metals) that may alter the hormonal
and homeostatic systems of the organism [56]. Epidemio-
logic studies have demonstrated that EDC exposure is
nearly universal in pregnant women [2], through person-
al hygiene products, cosmetics, cleaning products, elec-
tronic devices, and food [2].

Pregnant and lactating women should be aware of the
risks of heavy metals and other food toxic compounds
[57]. Table 1 summarizes the main foods containing
heavy metals. Of particular importance is the bioaccumu-
lation of heavy metals in fish and seafood, with children
having higher potential health risk than adults [58], since
they are the main source of mercury, lead, arsenic, and
cadmium (Cd) (Table 1). Besides the contamination of
seas and oceans by humans, the resuspension of contam-

Environmental Exposure during
Pregnancy

inated marine sediments may release sediment-bound
contaminants, leading to the most toxic (dissolved) state
of metals and bioaccumulation in marine waters. Recur-
rent tides and waves may cause release of these contami-
nants into different marine environments [59]. Public
health agencies should provide food recommendations to
help prevent exposure of the population to these toxins
through food. Specifically, the Spanish Agency of Food
Safety and Nutrition recommends avoiding the con-
sumption of swordfish, tuna, shark, and pike during preg-
nancy and lactation and even for children under 10 years
of age [60].

EDCs may alter normal hormone production or their
levels, as well as mimic hormone function. The main ef-
fects of prenatal exposure to EDCs have been studied,
with evidence on pre-eclampsia and intrauterine growth
restriction, preterm birth, and thyroid dysfunction [61,
62].

Regarding hypertensive disorders of pregnancy, there
is strong evidence between persistent exposure to certain
chemicals (lead, Cd, organochlorine pesticides, and poly-
cyclic biphenyls) and pre-eclampsia, although this asso-
ciation cannot always be made with low levels of expo-
sure. On the other hand, results have been inconclusive
for bisphenols, phthalates, and organophosphates [62].

Metals and metalloids accumulate in the placenta,
causing a decrease in uterine blood flow, with negative
impacts on foetal growth [61, 63]. It has also been de-
scribed that plasticizers, such as diethylhexyl phthalate
and its active metabolites and bisphenol A (BPA), induce
pre-eclampsia and growth restriction [64-66]. Detrimen-
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tal effects on foetal growth have also been suggested with
the exposure to pesticides such as dichlorodiphenyltri-
chloroethane and its metabolites [67].

Organochlorine pesticides and flame retardants such
as polychlorinated biphenyl ethers and tetrabromobi-
sphenol A [68, 69] may lead to preterm birth by disturb-
ing normal oestrogen-progesterone ratio [70]. These pol-
lutants may also increase the risk of autism spectrum dis-
order [71] and disrupt thyroid function [68, 69, 72].

A growing number of studies suggest a link between
congenital anomalies (cleft lip and palate, neural tube de-
fects, and congenital heart disease) and maternal expo-
sure to organic solvents, pesticides, and dioxins [73, 74].
Toluene embryopathy has been described after maternal
inhalation of paint or glue [75]. Phthalates have antian-
drogen-like effects as well as an important role in hypo-
spadias and cryptorchidism [76]. Pesticides are consid-
ered to be a risk factor for childhood leukaemia [77]. Fi-
nally, maternal exposure to BPA increases depression
rates, leads to behavioural problems, and alters the white
matter in preschool children [78, 79].

Prenatal Exposure to Air Pollution as a Potential Risk

Factor

Polluted air has a heterogeneous composition: partic-
ulate matter (PM), ozone pollution (O;), carbon monox-
ide (CO), nitrogen oxides (NO, and NO,), and sulphur
dioxide (SO;) [80, 81]. PM is a mixture of suspended par-
ticles with different chemical compositions usually clas-
sified by size (e.g., PM10 and PM2.5) [81]. It can trigger
oxidative stress and inflammation in the lung’s alveoli
[82-84] and cross the alveolar epithelium reaching the
blood stream, causing systemic problems [85].

Evidence on the effects of pollution on pregnancy is
constantly growing. Its relation with adverse perinatal
outcomes such as low birth weight (<2,500 g) or pregnan-
cy-induced hypertensive disorders is well established [82,
86, 87]. Olsson et al. [88] reported a positive association
between NO, levels and increased risk for pregnancy-in-
duced hypertensive disorders (odds ratio [OR] = 1.12;
95% confidence interval [CI], 1.06-1.18 per 10 pg/m? in-
crease in the NO, level). A systematic review conducted
by Pedersen et al. [89] concludes that pregnancy-induced
hypertensive disorders are associated with PM2.5 (OR =
1.57; 95% CI, 1.26-1.96 per 5 pg/m’ increment), NO;
(OR=1.20;95% CI, 1.00-1.44 per 10 ug/m? increase), and
PM10 (OR = 1.13; 95% CI, 1.02-1.26 per 10 pg/m’ in-
crease). Regarding foetal growth, exposure to PM2.5 is
negatively associated with reduced head circumference
and weight at birth [90], while NO; is significantly linked
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to a shorter length at birth [90-92]. NO, has also been
related to a decrease of abdominal circumference and
femoral length as well as reduced weight at birth [93].

Exposure to both PM and O; has been associated with
a higher risk of preterm birth [91, 92, 94, 95]. Synergies
between PM2.5 and O; showed worse outcomes (risk ra-
tio = 3.63) than their independent effects (risk ratio = 0.99
and 1.34, respectively) [96]. Moreover, the multicentre
European birth cohort HELIX study with 1,396 subjects
showed that prenatal and first year of childhood exposure
to NO, and PM2.5 were inversely associated with telo-
mere length [97].

PM10, NO, and O3 have been linked to macrosomia
[98], and PM2.5 to profound metabolic effects (e.g., glu-
cose intolerance, decreased insulin sensitivity, and altered
hepatic glucose and lipid metabolism) through oxidative
stress, in animal studies [99]. A cohort study found that
in utero exposure to PM2.5 during the first trimester de-
creased placental transcription of the brain-derived neu-
rotrophic factor. This factor plays an important role in
foetal neurodevelopment [100].

Many placental biomolecular changes have been ob-
served secondary to air pollution exposure, including al-
tered proteins and gene expression, increased oxidative
stress inflammation, mitochondrial dysfunction, altered
DNA methylation, and hormone dysregulation [101, 102].
These pathologic features are the result of increased oxida-
tive stress and inflammatory response in the placental cells
[102, 103]. The accumulation of vesicular-bound particles
triggers many dysfunctional cellular processes that lead to
the expression of proteins that are similar to those seen in
pre-eclampsia and intrauterine growth restriction, includ-
ing the tumour necrosis factor and vascular endothelial
growth factor signalling [104, 105]. In later stages of preg-
nancy, exposure to PM2.5 induced placental chorioamnio-
nitis and thrombosis of placental capillaries in an animal
model [82]. These changes in the placental tissue may lead
to a reduction in the maternal-foetal exchange surface and
the development of placental dysfunction.

Prenatal Noise

Noise pollution is a major environmental health con-
cern. Around 113 million people in Europe are exposed
to excessive environmental noise levels according to the
European Environmental Noise Directive (2002/49/EC),
mainly from road traffic noise. The impact of environ-
mental noise on several health disorders is already recog-
nized [106, 107].

Many studies have found an association between expo-
sure to noise and cardiovascular effects, for example, hy-
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pertension, stroke, and myocardial infarction [107]. Fur-
thermore, there is high-quality evidence linking road traf-
fic noise and incidence of ischemic heart disease [108].
Repeated exposure to noise generates stress and sleep dis-
turbances, leading to endocrine and sympathetic respons-
es with the consequent increase in blood pressure, heart
rate, and cardiac output through the release of catechol-
amines [106] and corticosteroids [109], as well as oxida-
tive stress and immunological responses [110]. These re-
actions to noise persist even during sleep and may cause
chronic physiological deregulations [107]. Few studies
have investigated the effect of noise exposure in pregnant
women, with pre-eclampsia being of special interest. A re-
cent study in Quebec, Canada, comprising 269,263 deliv-
eries, showed that women exposed to >65 dB(A) had 1.29
times the odds of severe (95% CI, 1.09-1.54) and 1.71
times the odds of early-onset (95% CI: 1.20-2.43) pre-ec-
lampsia compared to those exposed to <50 dB(A) [111].

A Danish prospective cohort study with 72,745 wom-
en showed that a 10-dB increase in road traffic noise was
associated with increased risk (10%) of pre-eclampsia
[112]. These associations were stronger for mild and ear-
ly-onset pre-eclampsia but not evident for severe pre-ec-
lampsia. The authors conclude that the effects of air pol-
lution and noise were generally difficult to separate.

Studies evaluating exposure to noise pollution and its ef-
fect on placental development are still scarce. However, it
has been hypothesized that noise, through a sustained stress
reaction, may lead to excessive secretion of stress hormones,
for example, cortisol, causing adverse effects on the uterus
and foetus. Furthermore, stress reactions activate the sym-
pathetic-adrenal axis and release of catecholamines, with
the consequent increase in blood pressure and possibly an
increase in uterine reactivity and impairment of placental
function leading to foetal hypoxia [113].

These initial studies suggest that exposure to environ-
mental noise may be associated with pre-eclampsia, par-
ticularly early-onset pre-eclampsia. Further studies are
needed to confirm these findings.

Effects of Environmental Factors on the Placenta

The placenta is a highly sensitive organ to environ-
mental contaminants with estrogenic activity, as it ex-
presses the oestrogen receptors ERa and ER [114]. Al-
though there are many publications on the in vitro effects
of different EDCs on the human placenta, some contro-
versies remain regarding the timing, dose, and duration
of exposure [115]. It is important to emphasize that the

Environmental Exposure during
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effects of EDCs on human trophoblasts are dose-depen-
dent: low doses, which are detected in humans, are more
effective than high doses [76].

Ferguson et al. [116] found a positive correlation be-
tween BPA urine levels and an increase in plasma soluble
vascular endothelial growth factor receptor-1 (sFlt-1) as
well asan increase in the ratio of sFlt-1 to placental growth
factor. This suggests altered placentation and trophoblast
function related to pre-eclampsia and hypertensive disor-
ders [117]. In vitro studies have shown that para-nonyl-
phenol substances, used in the industry, may increase
B-hCG secretion and cell apoptosis, reduce trophoblast
migration and invasion, and downregulate the expression
of some placental carriers like ABCG2, a key transporter
for xenobiotics [118]. In addition, polybrominated di-
phenyl ether mixtures enhanced in vitro placental proin-
flammatory response to infection. This may increase the
risk of infection-mediated preterm birth by lowering the
threshold for bacteria to stimulate a proinflammatory re-
sponse [119]. The effects of polybrominated diphenyl
ether exposure on the placenta and foetus in rats during
gestation varied by foetal sex. Moreover, higher concen-
trations of polycyclic aromatic hydrocarbons such as
benzo[a]pyrene, benzo[blfluorine, and dibenz[a,h]an-
thracene were found in the placenta of preterm deliveries
in comparison to term deliveries [120].

Regarding heavy metals, the New Hampshire Birth
Cohort Study (N = 1,159) reported an indirect relation-
ship between placental Cd and birth weight mediated by
placental weight. With every ng/g increase in placental
Cd concentration, lower placental weight was seen (-7.81
€;95% CI, —15.42, —2.48) [121]. Furthermore, the authors
observed greater decrements in placental weight and ef-
ficiency associated with placental Cd concentrations, de-
pending on placental zinc and selenium concentrations.
For the placenta with concentrations below median zinc
and selenium values, decrements in placental weight were
-8.81 g (95% CI: —16.85, —0.76) and —13.20 g (95% CI:
—20.70, —5.70), respectively. No appreciable differences
were observed with other elements (arsenic, mercury, or
lead) [121].

Concerning air pollution, Liu et al. [82] reported cho-
rioamnionitis and thrombosis of placental capillaries in
rats following exposure to PM2.5. These placental tissue
changes cause a decrease in the maternal-foetal exchange
surface as well as placental dysfunction. Human studies
have demonstrated that PM-induced circulating proin-
flammatory cytokines may disrupt trophoblastic invasion
during placenta formation [122, 123]. In a cohort study,
Neven et al. [103] analysed placental DNA and found an
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association between elevated placental mutation rate and
prenatal exposure to PM2.5 and black carbon. The au-
thors postulated that placental mutations may represent
an early effect to air pollutant exposure in the process of
carcinogenesis.

Breastfeeding: Environmental Toxins in Human Milk
and Effects on Early Life

Breastfeeding is the gold standard of newborn and child
nutrition for at least the first 6 months of life [124]. How-
ever, transfer to breast milk of toxic substances to which the
mother has previously been exposed may occur during
breastfeeding. Several comprehensive reviews conclude
that breastfeeding is generally contraindicated in mothers
who use illegal drugs [125], although there are little phar-
macokinetic data available for lactating women [126].

Smoking and alcohol consumption should be avoided
during breastfeeding. Alcohol interferes with the milk
ejection reflex and may reduce milk production. Human
milk alcohol levels generally parallel maternal blood alco-
hol levels. Some authors suggest limiting alcohol intake
to the equivalent of 8 ounces of wine or 2 beers [125].
However, others hold that alcohol consumption during
pregnancy and breastfeeding should be totally avoided
since no specitic amount has been proven to be safe [11,
127]. Nicotine and other compounds can be passed to the
infant through breast milk, increasing the incidence of
respiratory allergy in infants and the risk of sudden infant
death syndrome risk [128].

Polycyclic aromatic hydrocarbons and heavy metals
are among the most studied contaminants [129]. Polycy-
clic aromatic hydrocarbons are lipophilic compounds
and are stored in maternal body fat, released into breast
milk with the onset of lactation, and passed directly to the
child. However, limited evidence exists on significant
toxicity associated with this mode of transmission. On the
other hand, the presence of heavy metals such as arsenic,
lead, Cd, and mercury in milk stimulates or supresses im-
portant immune modulators and may indirectly affect
the child’s health, for example, allergy development, dis-
orders of the endocrine system, and even neurodevelop-
mental delay [130]. Lactating mothers are a high-risk
population to mercury exposure and may transfer signif-
icant quantities to their babies [131].

The endocrine disruptor BPA has also been widely stud-
ied. A temporary tolerable daily intake of 4 pg/kg bw/day
for oral exposure to BPA has been established [132]. Inter-
estingly, while BPA content in mature milk reflects recent
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DOI: 10.1159/000514884

ingestion, its presence in the colostrum reflects intake in the
second half of pregnancy [133]. The place of residence of
the mother and use of personal care products showed sig-
nificant association with BPA concentration [134].

In addition, human milk contains conjugated and un-
conjugated paraben forms, exposing the mother, foetus,
and neonate during windows of heightened vulnerability
for endocrine disruptors [135]. In a Spanish study, the
detection frequency ranges of parabens in breast milk
were 41-60 and 61-89% for unconjugated and total (un-
conjugated + conjugated) parabens, respectively. Esti-
mated daily intake of parabens by newborns through hu-
man milk (median = 0.014 pg/kg bw/day) was several or-
ders of magnitude lower than the 1-10 mg/kg bw/day
acceptable daily intake established by the European Food
Safety Authority [132, 136]. In a recent study, Sanchis et
al. [137] found high urinary concentrations of methyl-
paraben (MP), ethylparaben, and BPA in lactating moth-
ers although estimated exposures were lower than the ref-
erence values for risk assessment. The use of personal care
products was associated with higher urinary levels of MP
and propylparaben. MP was also associated with the con-
sumption of packaged and bakery products [137]. All
these chemicals may affect infant gut microbial function
[138]; increase the risk of hyperkinetic disorder [139];
and cause toxicity to the liver and kidney, cancer, repro-
ductive and respiratory disorders [132, 140], or changes
in thyroid and growth hormones with potential neurode-
velopmental sequelae [132, 141].

Conclusions

Exposure to environmental contaminants is a health
determinant that may lead to the development of diseas-
es, which could be life-threatening, and affect quality of
life. Although exposure may be deleterious to any person,
pregnancy and early life exposure are critical windows of
susceptibility, with lasting effects on future health and
susceptibility to disease [1-3].

The use of alcohol, tobacco, and/or drugs of abuse by
pregnant women is linked to harmful effects for the new-
born and later in life, including FASD and other negative
pregnancy and birth outcomes. EDCs and heavy metals
present in food or the environment are related to pre-
eclampsia, foetal growth restriction, preterm birth, and
thyroid dysfunction. Air pollution may lead to preterm
birth, foetal growth restriction, effects on pregnancy vas-
cularization, increased gestational diabetes, and reduced
telomere length. Association between pre-eclampsia and
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environmental noise is rising. Breastfeeding is recom-
mended; however, mothers should be warned about the
risk of exposure for their newborns via breast milk.

Healthcare professionals (e.g., physicians) should have
sound knowledge on harmful exposures, be able to coun-
sel their patients on their risk, and provide advice on the
precautions they should take to minimize them, especial-
ly during pregnancy and breastfeeding. Protection from
governments should be strengthened through actions
limiting environmental exposure to substances known to
have deleterious effects. The design of a global public
health policy in the early future is the best way to translate
evidence into action.
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2. HIPOTESIS

La exposicion materna al NO, durante el embarazo afecta negativamente al crecimiento

fetal, a la funcion placentaria, asi como a los resultados perinatales.

Hipodtesis especificas:

- Una mayor exposicion materna al NO, se asocia a una disminucion del

crecimiento fetal o peso fetal estimado.

- Una mayor exposicion materna al NO, se asocia a un empeoramiento en la

funcién placentaria.

- Una mayor exposicion materna al NO; se asocia a peores resultados perinatales.

Nuestra hip6tesis se centra en el estudio de la exposicion al NO, durante el embarazo
utilizando un dispositivo personal siendo de este modo la medicion del riesgo més

exacto en cuanto a causa efecto.
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3. OBJETIVOS

El objetivo de este estudio es conocer la asociacion existente entre la exposicion
materna al NO;, utilizando un dispositivo personal, y el crecimiento fetal, funcién

placentaria y los resultados perinatales.

Objetivos especificos:

1. Conocer el grado de exposicion al NO» de nuestra poblacion de estudio mediante

dispositivo personal.

2. Estudiar la exposicion materna al NO, mediante un dispositivo personal y su relacion

con el crecimiento fetal:
= Mediciéon del diametro biparietal
= Medicion de la circunferencia cefalica
= Medicién del didmetro abdominal
*= Medicion de la longitud femoral
= Obtencién del peso fetal estimado

3. Estudiar la exposicion materna al NO, mediante un dispositivo personal y su relacion
con la funcién placentaria (articulo publicado en base a este objetivo):

= Célculo del IP de las arterias uterinas

= Calculo del IP de la arteria umbilical

= Calculo del IP de la arteria cerebral media
= Célculo del ratio cerebroplacentario

= Caélculo del IP del ductus venoso
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4. Estudiar la exposicion materna al NO, mediante un dispositivo personal y su relacion

con los resultados perinatales:

= Estudio test de Apgar

= Estudio de los pH de cord6n umbilical arterial y venoso
= Medicién del peso neonatal

= Medicién de la longitud neonatal

= Medicion de la circunferencia cefalica neonatal

= |ngreso en UCI neonatal
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4. METODOLOGIA

4.1 Disefio y ambito de estudio

Se realiza un estudio prospectivo donde la cohorte estudiada esta formada por mujeres
embarazadas reclutadas en el Hospital Universitari Sant Joan de Déu de Esplugues de
Llobregat. Se trata de un Hospital de tercer nivel, vinculado a la Universitat de Barcelona,
qgue cubre la poblacién asistencial de la zona suroeste del area metropolitana de

Barcelona, con una poblacion estimada de 500.000 habitantes.
El estudio se realiza en el periodo comprendido entre enero de 2017 y abril de 2018.

Se elabora un plan de trabajo y un proyecto del mismo que es valorado y aprobado por

el comité ético del Hospital con la siguiente referencia: PIC 92-17 (ver apartado 4.7).

4.2 Poblacion de estudio

La poblacion de estudio se basa en gestantes que pertenecen a la zona suroeste del
area metropolitana de Barcelona y realizan la ecografia morfolégica de la semana 20-

21 de gestacion en el departamento de obstetricia del Hospital.

El consentimiento informado se obtiene antes de la participacion de la embarazada al

estudio.

Las caracteristicas y datos de la poblacion se recogen a través de cuestionarios donde
se pregunta especificamente: la edad materna en el momento de la concepcién, la etnia
materna, el nivel de educacién, el habito tabaquico tanto de la gestante como del

conyuge, el peso y la talla materna; asi como el IMC y la paridad.
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4.2.1 Criterios de inclusién y exclusion

Los criterios de inclusion consisten en: mujeres embarazadas sanas con una edad igual
o mayor de 18 afios, con gestacién Unica y que realizan seguimiento en el Hospital

Universitari Sant Joan de Déu de Esplugues de Llobregat.

Los criterios de exclusion consisten en: mujeres con embarazo multiple, gestaciones no
controladas, patologia materna o fetal que puedan influenciar en los resultados
obstétricos y perinatales. También se excluyen los casos en los que no se obtienen

resultados en los dispositivos de NOx.

4.3 Esquema de trabajo

El esquema de trabajo se representa en la Figura 8. Se inicia con el reclutamiento y
firma de consentimiento informada en la semana 20 de embarazo, continla con una
primera visita en semana 28 de gestacion, una segunda visita en la semana 32 y la

obtencion de resultados perinatales.

Ecografia morfolégica ' Reclutamiento
(20 semanas gestacion) Consentimiento informado
Hospital Sant Joan de Déu

l

Primera visita estudio J — Informacion e instrucciones detalladas

(28 semanas gestacion) Cuestionario
Ecografia obstétrica
Entrega dispositivo NO;

Segunda visita estudio - Recogida dispositivo NO,
(32 semanas gestacion) Ecografia obstétrica

l

LResultados perinatales ’ - Informacién: test Apgar, pH cordén

(Periodo puerperal) umbilical, peso, longitud, perimetro
cefélico neonatal e ingreso a UCI neonatos

Figura 8. Esquema de trabajo.

Fuente: propia.
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4.3.1 Reclutamiento

Las mujeres embarazadas se reclutan entre la semana 20-21 de gestacién cuando
acuden a nuestro centro para realizar la ecografia morfolégica. En el momento posterior
a la ecografia, cuando el diagnéstico es de normalidad ecogréafica de segundo trimestre,
se realiza el reclutamiento ofreciéndose a patrticipar en el estudio, explicando los
objetivos del mismo y las pruebas en qué consiste. Si la paciente con toda la informacion
esta conforme se le proporciona el consentimiento informado del estudio y se cita en la

semana 28 de gestacion.

4.3.2 Visita en semana 28 de gestacion

Esta es la primera visita presencial del estudio que tiene lugar en el Hospital Universitari
Sant Joan de Déu donde el equipo investigador realiza una explicacion detallada del
estudio, se recoge el consentimiento informado firmado por la paciente, se proporciona
y se rellena el cuestionario, se realiza la ecografia obstétrica y finalmente se entrega el

dispositivo personal.

4.3.2.1 Cuestionario

En la visita de las 28 semanas de gestacion, la paciente rellena un cuestionario en el
gue aparecen preguntas sobre datos demogréaficos, datos personales, anamnesis
basica de enfermedades e intervenciones previas que es proporcionado por el personal
investigador. Se describen como covariables: la edad materna en el momento de la
concepcion (afios), la etnia materna (europea o no), el nivel de educaciéon (estudios
universitarios o no), el habito tabaquico tanto de la madre como del cényuge (si o no),

el peso y la talla materna; asi como el IMC y la paridad (0 o 21).
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4.3.2.2 Ecografia obstétrica en semana 28

En esta visita se realiza una primera ecografia obstétrica donde se recogen las
biometrias fetales: DBP, PC, PAy LF y el peso fetal estimado en gramos mediante la
féormula HADLOCK. Para cada una de las biometrias se calcula el percentil
correspondiente. Secundariamente se realiza el estudio Doppler materno-fetal
obteniendo el IP medio de las AUt, el IP de la AU y ACM. Con estos dos ultimos valores
se calcula el RCP. Finalmente, se obtiene también el IP del DV. Al igual que en las

biometrias, también se calcula el percentil para cada IP y ratio.

4.3.2.3 Entrega del Dispositivo NO, en semana 28

Al finalizar la visita de la semana 28 se proporciona a la paciente el dispositivo personal
de NO.. Estos dispositivos de la marca Gradko estan almacenados en una nevera a
temperatura 6-10°C y cerrados con un tap6n en cada extremo. En esta visita se explica
detalladamente coémo se debe llevar encima durante 4 semanas aproximadamente, asi
como las cuestiones a considerar y/o evitar. Se muestra a la paciente que el dispositivo
se tiene que llevar verticalmente cogido a una pinza en la ropa a nivel del pecho. Se
explica a las pacientes las situaciones a evitar. en especial, que los dispositivos no
pueden mojarse, y, por lo tanto, en dias de lluvia hay que tener la precaucion de
mantenerlos tapados con el mismo abrigo o prenda. También se detalla que el tiempo
de llevar consigo el dispositivo es clave para el estudio asi que s6lo se permite no
llevarlo durante el dormir o la ducha cotidiana. En estas situaciones, el dispositivo tiene
gue estar en posicion vertical en la mesita de noche lo mas cerca a la paciente. Se
facilita a la paciente un correo electrénico para comunicarse con el equipo de
investigacion en caso de alguna adversidad o incidente con el dispositivo. Una vez
aclarada todas las dudas se saca el dispositivo de la nevera y se retira el tapon blanco

(el extraible) quedando abierto por un extremo y se le coloca directamente a la paciente
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guedando siempre el dispositivo en vertical con el filtro en la zona superior y se anota el
dia y la hora exacta de entrega (Figura 9). Cada dispositivo se encuentra identificado

con un namero afiliado a la paciente correspondiente.

Figura 9. Imagen de portabilidad del dispositivo Gradko.

Fuente: propia.

4.3.3 Visita en semana 32 gestacion

En esta segunda visita presencial en el hospital, el equipo investigador recoge el
dispositivo personal de NO, y se realiza una segunda ecografia obstétrica para

determinar el crecimiento fetal y el estudio Doppler materno-fetal.

4.3.3.1 Recogida del dispositivo NO; en semana 32

Se cita a la paciente una segunda vez alrededor de la semana 32, un mes después de
la visita de las 28 semanas. En primer lugar, la paciente entrega de vuelta el dispositivo.
A éste se le coloca el tapdon blanco quedando cerrado y se guarda en la nevera
apuntando la hora de recogida y el tiempo total en horas que ha sido llevado. En este
momento se pregunta a la paciente si ha habido alguna incidencia con el dispositivo que

pudiese interferir en el computo total de horas.
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4.3.3.2 Ecografia obstétrica en semana 32

A continuacion, se realiza un segundo examen ecografico para la obtencién de
biometrias y el peso fetal estimado con el estudio Doppler materno-fetal. Como en el
primer examen ecogréfico de la semana 28, se obtiene los datos del DBP, PC, PAy LF
con el peso fetal estimado y se calcula otra vez el percentil de cada biometria. De la
misma manera, se obtiene el IP AUtm, AU, ACM y DV. A su vez, se calcula el RCP que
se obtiene con el cociente del IP de la AU y ACM. Al igual que en las biometrias, también

se calcula el percentil para cada IP y ratio.

4.3.4 Resultados perinatales

Retrospectivamente, se realiza la revision de la historia clinica utilizando el programa
informético clinico del Hospital, Estaci6 de treball Clinic HCIS versién 3.10.6, para
obtener la informacién del parto y del periodo neonatal. Se recopilan las siguientes
variables: edad gestacional en el momento del parto, si el parto es espontaneo o
inducido, el tipo de parto (eutécico, instrumentado o cesarea), el test Apgaren 1,5y 10
minutos, el pH arterial y venoso del cordon umbilical, si requiere ingreso en la UCI

neonatal (si 0 no), el peso neonatal, la longitud y el perimetro cefélico neonatal.

Tal y como se especifica en los objetivos, se utilizan como resultados perinatales el test
de Apgar, el pH de cordén umbilical, el peso neonatal, la circunferencia cefalica, la
longitud neonatal y el ingreso en la UCI neonatal para estudiar la asociacién con la

exposicién materna al NO, mediante dispositivo personal.

4.4 Evaluacion de la exposicion al NO;

Nuestro estudio evalla la exposicion al NO utilizando una medicion directa o personal
mediante un dispositivo facilmente portable. Este sistema permite la cuantificacién del
NO: a la que esta expuesta la gestante en todo momento en que lleva el dispositivo. En
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nuestro caso la paciente lo lleva durante todo el dia a excepcién del momento de dormir

0 exposicion directa al agua (dias de lluvia o ducha personal) (Figura 10).

[

Figura 10. Tubo Gradko difusor pasivo NO2.

Fuente: propia.

4.4.1 Descripcion del dispositivo

Los tubos de difusion de NO, de Palmes son sensores de monitoreo pasivo para medir
las concentraciones ambientales de NO,. Estos son ampliamente utilizados para

complementar redes de monitoreo y para estudios de exposicion personal.

El tubo tradicional de NO, Palmes consiste en un tubo acrilico (de 7,1 cmde largoy 1
cm de didmetro interno) abierto en un extremo y dos discos de malla de acero inoxidable
recubiertos con una solucién que contiene trietanolamina (TEA), un reactivo quimico
para absorber el contaminante al ser medido directamente desde el aire, en el extremo
cerrado. Se usa una tapa removible para cerrar el extremo abierto del tubo después de
la exposicion. Los dispositivos se montan verticalmente, con la tapa que contiene los

discos revestidos hacia arriba.

Los dispositivos pasivos fueron suministrados por 4sfera Innova SLU con sede en
Espafa. Gradko International, con sede en el Reino Unido, prepara y analiza los

dispositivos pasivos en su laboratorio dedicado acreditado por UKAS (ISO: 17025)
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4.4.2 Funcionamiento del dispositivo

Las moléculas de NO; difunden a favor del gradiente de concentracién establecido en
el tubo por su conversion reactiva en nitrito (NO2") con el absorbente de trietanolamina
(TEA) en el extremo interior. La tasa de absorcion relativamente baja para la geometria
del tubo significa que la concentracion de NO, promedia por la exposicién se puede
calcular a partir de los primeros principios utilizando el coeficiente de difusion, D, para
el NO; en el aire. Los dispositivos de tubo de difusién funcionan segun el principio de
difusién molecular, con moléculas de un gas que se difunden desde una regién de alta
concentracion (extremo abierto del dispositivo) a una regidon de baja concentracion
(extremo absorbente del dispositivo. EI movimiento de las moléculas del gas! a través
del gas? esta descrito por la ley de Fick, que establece que el flujo es proporcional al

gradiente de concentracion:

Ley de Fick

Donde:

J = el flujo de gas? a través del gas? a través de la unidad de area en la direccion z
C = la concentracion de gas?! en gas?

Z = latrayectoria de difusién

D12 = la constante de proporcionalidad - el coeficiente de difusion molecular del gas® en el gas?, con
dimensiones de longitud? tiempo™!

Para el gas monitorizado, el coeficiente de difusion debe determinarse u obtenerse de
la literatura. El valor de este coeficiente para el NO en el aire es de 0,154 cm? s-1 a 21°
Celsius y 101,3 kPa (72). El area y la longitud del tubo se determinan por medicién. Los
tubos expuestos se analizan utilizando una técnica colorimétrica o espectrofotométrica,

o alternativamente por cromatografia iénica.
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4.4.3 Interpretacién de resultados de los dispositivos

Los resultados obtenidos de los dispositivos pasivos representan la exposicion promedio
a NO; durante el periodo de exposicion. Por ejemplo, una exposicién personal semanal
de 30 ugm? representa que el individuo ha estado expuesto a niveles de NO, que
pueden variar cada hora. Sin embargo, el promedio de las horas expuestas durante la
semana resulta en 30 pgm=. Dependiendo del paradero individual, la variacién horaria
puede ser mas bien constante, o algunos periodos del dia expuestos a una alta
contaminacion por la proximidad al trafico y durante la noche expuestos a niveles muy

bajos de contaminacion.

4 .4.4 Justificacion del uso los tubos de difusiéon

Los tubos de difusion de NO, son una técnica de monitorizacion de referencia para
estudios de exposicion personal. El dispositivo de difusion de tipo tubo de Palmes es
adecuado para el monitoreo a largo plazo de NO; en el aire ambiente. Son factibles
periodos de exposicion de 1 a 8 semanas. El limite inferior de deteccion para un periodo
de muestreo de 1 semana varia con la meticulosidad del procedimiento de preparacion
de la muestra y, en general, esta entre 1,4 ugm=3y 2 ugm3. El limite superior de

deteccion para un periodo de exposicion de 5 semanas es de al menos 150 ugm=(72).

4.5 Evaluacion del crecimiento fetal, estudio Doppler materno-fetal y de los

resultados perinatales

El estudio ecografico se realiza por dos examinadores experimentados utilizando un
ecografo de alta resolucion General Electric Voluson E10 (GE Medical Systems, Zipf,

Austria) equipado con un transductor de matriz curva lineal de 6-2 MHz.
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Todas las ecografias obstétricas y estudio Doppler prenatales se realizan en ausencia
de movimientos fetales. Los parametros del pulso Doppler se realizan automaticamente
a partir de tres 0 mas formas de onda consecutivas, con el &ngulo de isonacion lo mas
cercano posible a cero. La gestante se encuentra en posicion semi-fowler para evitar

hipotension postural.

4.5.1 Evaluacion del crecimiento fetal y peso fetal estimado

Para obtener el peso fetal estimado mediante la formula de Hadlock, se utiliza el DBP,
PC, PAy LF. En cuanto a las biometrias se calculan los percentiles correspondientes
utiizando las tablas de la Intergrowth-21% fetal growth standards (73)
(http:/fintergrowth21.ndog.ox.ac.uk/es). Para el calculo del percentil del DBP se realiza
una correccion para adaptarlo a dichas tablas (out to out) ya que la medicién varia segun
la técnica en que se ha obtenido (out to out o out to in). Se calculan los percentiles para
el PFE y el peso al nacer mediante curvas customizadas nacionales de Figueras et al
(2008) (74), ajustadas por edad gestacional y sexo fetal. Se utiliza la longitud craneo-

caudal obtenida en la ecografia del primer trimestre para confirmar la edad gestacional.

4.5.2 Evaluacion del estudio Doppler materno-fetal

El IP de las AUt se obtienen medialmente después del cruce con las arterias iliacas
externas y se calcula el valor promedio de ambas ondas. El IP medio de la AUt se
considera normal cuando su valor es inferior al percentil 95. El IP de la AU se realiza a
partir de un asa de corddn flotante. El IP de la AU normal se considera cuando éste esta
por debajo del percentil 95 (51). El IP de la ACM se realiza en la parte proximal del
Poligono de Willys en un corte transversal de la cabeza fetal. El IP de la ACM se
considera normal cuando su valor esta por encima del percentil 5. El IP del ductus

venoso se realiza evaluando la direccion de la sangre en un plano transversal oblicuo
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del abdomen fetal (75). Se considera normal un IP por debajo del percentil 95 (47). El
ratio cerebroplacentario se calcula como una relacion entre el IP de la ACM vy el IP de la

AU. EI RCP se considera normal cuando el valor del percentil es superior a 5.

Los valores de IP de la ACM y el RCP por debajo del percentil 5 se consideran

indicativos de redistribucién del flujo sanguineo cerebral (47).

A todos los IP de los valores Doppler que se obtienen, asi como del RCP, se les calcula
el percentil correspondiente utilizando tablas estandarizadas poblacionales ajustadas a

la edad gestacional.

4.5.3 Evaluacion de los resultados perinatales

Los resultados perinatales estudiados son: el test de Apgar al nacer, el pH del cordon
umbilical, el peso neonatal, la longitud neonatal, la circunferencia cefélica y el ingreso
en la UCI neonatal. La obtencién de dichos datos es a través de la revision de historias
clinicas mediante el programa informatico clinico del Hospital: Estacié de treball clinic

HCIS version 3.10.6 por personal investigador entrenado.

El test de Apgar en nuestro hospital es realizado por la comadrona cuando se produce
un nacimiento sin complicaciones en el neonato y por el neonatélogo cuando en el parto
hay sospecha de riesgo de pérdida del bienestar fetal o del recién nacido. Consiste en
un puntuacion del 1 al 10 que valora el esfuerzo respiratorio, la frecuencia cardiaca, el
tono muscular, los reflejos y el color de la piel del neonato al 1, a los 5y a los 10 minutos

de vida (76).

La obtencion de la muestra para el andlisis del pH del cordén umbilical lo realiza el
profesional que atiende el parto y consiste en la obtencion de sangre de una de las
arterias umbilicales y de la vena umbilical antes que se produzca el alumbramiento. Tras
la obtencion de la sangre, se realiza de forma inmediata la medida del pH que queda

anotada en la historia clinica. Un pH superior a 7.20 se considera que no ha habido
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situacion de hipoxia mientras que un pH inferior a 7.10 se considera una acidosis y por

lo tanto denota una existencia de hipoxia (77).

El peso neonatal, el perimetro cefalico y la longitud neonatal son datos antropométricos
gue recoge la enfermera pediatrica y, al igual que las variables anteriores, se estudian

a los efectos de la exposicion materna al NO..

En cuanto al ingreso en la UCI neonatal se clasifica cada parto en dos categorias:
categoria si (en caso de haber precisado ingreso en la unidad de neonatologia del
hospital independientemente del tiempo de estancia) y categoria no (si no ha precisado

ingreso).

4.6 Analisis estadistico

4.6.1 Tamafio muestral

El tamafio muestral de este trabajo es de 120 participantes. Este numero esta
condicionado a la disposicion de los dispositivos personales. Debido a la existencia de
pocos trabajos en la literatura, que utilicen estos dispositivos, consideramos que el
tamafo muestral de 120 es adecuado porque cumple la recomendacién de los estudios

piloto, que es incluir un minimo de entre 30 y 50 participantes (78).

4.6.2 Programa informético utilizado

Para poder realizar todos los célculos para los andlisis estadisticos se utiliza el Software

R versién 3.6.2 (Robert Gentleman y Ross lhaka).
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4.6.3 Andlisis estadistico del crecimiento fetal

Se evalla la asociacién entre el NO; y las diferentes biometrias fetales en la semana 28
y 32 mediante dos tipos de enfoque: uno transversal (cross sectional) y otro longitudinal
(trajectory). Se trata de un modelo mixto con las participantes como efecto aleatorio. En
particular, en el modelo longitudinal se incluye la interaccién del NO2 con los cortes

temporales.

Se realizan modelos de regresion lineal independientes para cada variable de
crecimiento (biometrias fetales y peso fetal estimado) con los valores de exposicion al
NO- sin ajustar y ajustando por las siguientes covariables: edad gestacional (dias), edad
de la madre en el momento de la concepcion (afios), origen étnico de la madre (otros vs
europeo), educacion materna (estudios no universitarios vs estudios universitarios),
tabaquismo materno (no vs si) y tabaquismo del conyuge (no vs si), paridad (0 vs 21) e

IMC de la madre en la segunda visita (kg/m?).

Posteriormente se divide la variable NO. por su rango intercuartilico (RIC) para
interpretar los modelos como el cambio en el promedio de cada resultado de crecimiento

por una unidad de aumento de las exposiciones.

Los resultados de las pruebas con p<0,05 se consideran estadisticamente significativos.

4.6.4 Andlisis estadistico de la funcion placentaria

Se realizan modelos de regresion lineal independientes para cada variable de la funcién
placentaria (IP medio de la AUt, IP AU, ACM, RCP y DV) con los valores de exposicién
al NO; sin ajustar y ajustando por las siguientes covariables: edad gestacional (dias),
edad de la madre en el momento de la concepcion (afios), origen étnico de la madre
(otros vs europeo), educacion materna (estudios no universitarios vs estudios
universitarios), tabaquismo materno (no vs si) y tabaquismo cényuge (no vs si), paridad

(0 vs 21) e IMC de la madre en la segunda visita (kg/m?).
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Posteriormente, se divide la variable NO; por su rango intercuartilico (RIC) para
interpretar los modelos como el cambio en el promedio de cada resultado de la funcion

placentaria por una unidad de aumento de las exposiciones.

Los resultados de las pruebas con p<0,05 se consideran estadisticamente significativos.

4.6.5 Andlisis estadistico de los resultados perinatales

Para los resultados perinatales y antropométricos se utilizan modelos lineales para las
variables continuas/cuantitativas y logisticos para variables dicotbmicas/cualitativas de
2 categorias. En el caso de los modelos lineales, se presentan las betas del modelo (si
>0 asociacion positiva y <0 asociacion negativa) dividiendo la variable NO2 por su rango
intercuartilico (RIC) para interpretar los modelos como el cambio en el promedio de cada
resultado de crecimiento por una unidad de aumento de las exposiciones. En el caso de
los modelos logisticos, se presentan las odds ratio (si >1 asociacién positiva y <1
asociacion negativa). En ambos casos se estudian los valores de exposicién materna al
NO, con dos modelos: sin ajustar (modelo crudo) y ajustado por las siguientes
covariables: edad materna en la concepcion (afios), origen étnico de la madre (otros vs
europeo), educacion materna (estudios no universitarios vs estudios universitarios),
tabaquismo materno (no vs si) y tabaquismo cényuge (no vs si), paridad (0 vs 1), IMC
materno en semana 28 y 32 (kg/m?), tension arterial: normal (<140/90 mmHg) vs alta
(=140/90 mmHg), diabetes gestacional (si vs no), edad gestacional al nacimiento (dias),

y sexo fetal (masculino vs femenino).

Los resultados de las pruebas con p<0,05 se consideran estadisticamente significativos.
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4.7 Dictamen favorable comité ético

NIF: G-62978689

Fundacié privada per a la Recerca i la Docéncia Sant Joan de Déu

D Dictamen Favorable
Proyecto Investigacion Biomédica

Sant Joan de Déu C.l. PIC-92-17
Fundacié de Recerca

CEIm Fundacié Sant Joan de Déu

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
CON MEDICAMENTOS

Dra. Neus Riba Garcia
Secretaria Técnica del CEIm Fundacié Sant Joan de Déu

HACE CONSTAR:

Que el CEIm Fundacié Sant Joan de Déu en su reunién del dia 20/07/2017 acta 08/2017,
evalué la propuesta del promotor referida al estudio:

Titulo: “Contaminacion atmosférica durante la gestacion en relacion con la funcién
placentaria y neurodesarrollo fetal”

Investigador Principal: Maria Dolores Gdmez Roig

Cédigo CEIm: PIC-92-17

Servicio: Ginecologia y Obstetricia

Centro: Hospital Sant Joan de Déu

Que se emitieron aclaraciones tras la evaluacion inicial.

Que la comisidon permanente del CEIm Fundacié Sant Joan de Déu ha evaluado la respuesta
recibida a las aclaraciones.

Documentos con versiones:

Protocolo Version con fecha recepcién 22/03/2021
Consentimiento Informado Versién 1 - 20 julio 2017
Fulla informativa Version con fecha recepcion 22/03/2021

Y considera que:

- El proyecto se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de
Investigacidon Biomédica y su realizacion es pertinente.

-Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los
objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la
compensacion prevista para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion
en el estudio.

C.I. PIC-92-17 Paginalde3
Edifici Docent Sant Joan de Déu - c. Santa Rosa, 39-57, 3% planta, 08950 Esplugues de Liobregat / Barcelona
Teléfon +34 93 600 97 51 - Fax +34 93 600 97 71 e-mail: info@fsjd.org web: www.fsjd.org

Modelo Aprobacion PIC. Version 19 noviembre 2020 PIC-FAVORABLE-TRAS CONDICIONADO
CEIm03_PIC
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de la Poblacion

La poblacién de estudio cuenta con un total de 120 mujeres embarazadas (Figura 11).

De éstas un total de 19 (15,8%) se excluyen del estudio porque 3 no devuelven el

dispositivo de difusién de NO2, 2 no completan el seguimiento y en 14 de ellas no se

obtiene un correcto analisis del dispositivo.

Gestantes excluidas:

3: pérdida dispositivo

= 2: no completan seguimiento

r14: andlisis lectura dispositivo incorrecto

Gestantes en estudio: 120

(20 semanas gestacion)

Ecografia morfolégica
Hospital Sant Joan de Déu

|

Reclutamiento
Consentimiento informado

120

115

Primera visita estudio Segunda visita estudio
> (28 semanas gestacion) » (32 semanas gestacién) >

|

Informacién e instrucciones detalladas
Cuestionario

Ecografia obstétrica: crecimiento fetal y
estudio Doppler

Entrega dispositivo NO2

|

Recogida de dispositivo NO;
Ecografia obstétrica: crecimiento fetal y
estudio Doppler

Figura 11. Esquema de pacientes incluias y excluidas.

Fuente: Propia.

101

Resultados perinatales
(Periodo puerperal)

l

Informacién de: test Apgar,
pH corddn umbilical, peso,
longitud y circunferencia
cefdlica neonatal e ingreso en
UCI neonatos

La edad media materna de las 101 participantes es de 32 afios con una DE + 5. El resto

de las caracteristicas de nuestra poblacion de estudio se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Descripcion de las caracteristicas de la poblacion de estudio.

Total participantes (101)
Descripcion Variables Categorias
(%)
Etnia materna Europea 82.4
Otras 18.6
Nivel de estudios Estudios universitarios 47.4
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No estudios universitarios 52.6

Habito tabaquico No fumadoras 81.2
Fumadoras 18.8

Habito tabaquico cényuge No fumadores 59.8
Fumadores 40.2

Paridad 0 56.4
21 43.6

2 Las variables categdricas se representan en porcentajes en cada categoria.

A continuacidn se exponen los resultados obtenidos a los objetivos planteados:

5.2 Objetivo 1: Conocer el grado de exposicion al NO, de nuestra poblacién de estudio

mediante dispositivo personal.

Se observa una exposicion materna al NO, media de 21,71 pg/m®y una mediana de 21

(DE £ 9,2). El tiempo medio que las pacientes llevan el dispositivo es de 28 dias (DE

23-32).

-+

5.3 Objetivo 2: Estudiar la exposicion materna al NO, mediante un dispositivo personal

y su relacion con el crecimiento fetal:

Medicién del diametro biparietal
Medicion de la circunferencia cefélica
Medicion del diametro abdominal
Medicion de la longitud femoral

Obtencién del peso fetal estimado
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La asociacién entre el crecimiento fetal y la exposicion maternal al NO; se presentan en

las Tabla 2-7.

5.3.1 Crecimiento fetal en semana 28 de gestacion

En la primera visita, que se realiza a las 28 semanas de gestacion, los resultados de las
variables que permiten conocer el crecimiento fetal se muestran en siguiente Tabla 2.

Se especifica a su vez la edad gestacional y el IMC materno en el momento de la visita.

Tabla 2. Variables principales del crecimiento fetal semana 28.

Pérdidas (%) Resultados (Media y DE)

Primera visita Semana 28

DBP- Diametro biparietal (mm) 4 73 (3.2)

PC- Perimetro cefélico (mm) 4 269.1 (9.7)

PA- Perimetro abdominal (mm) 4 249.9 (13.5)

LF- Longitud fémur (mm) 4 53.1 (2.8)

PFE- Peso fetal estimado (g) 3 1327 (162.4)
Edad gestacional (dias) 2 199.9 (5.2)
IMC materno (kg/m?) 2 17.8 (13.3)

a Las variables categoricas se representan en porcentajes en cada categoria. Las variables continuas se
representan como medias y desviaciones estandares.

DE: desviacion estandar

5.3.2 Crecimiento fetal en semana 32 de gestacion

En la segunda visita, que se realiza a las 32 semanas de gestacion, los resultados de
las variables que permiten conocer el crecimiento fetal se muestran en la siguiente Tabla
3. Se especifica a su vez la edad gestacional y el IMC materno en el momento de la
visita.
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Tabla 3. Variables principales del crecimiento fetal semana 32.

Pérdidas (%) Resultados (Media y DE)

Segunda visita Semana 32

DBP- Diametro biparietal (mm) 8 82.6 (2.9)

PC- Perimetro cefélico (mm) 8 299.7 (11.2)

PA- Perimetro abdominal (mm) 9 291 (15)

LF- Longitud fémur (mm) 8 61.8 (2.9)

PFE- Peso fetal estimado (g) 5 2094.6 (237.5)
Edad gestacional (dias) 9 228 (5.8)
IMC materno (kg/m?) 1 27,7 (4.8)

a Las variables categoricas se representan en porcentajes en cada categoria. Las variables continuas se
representan como medias y desviaciones estandares.

DE: desviacién estandar

A continuacién, se presentan los dos modelos utilizados: el longitudinal y transversal

para el estudio de la exposicion al NO; y el crecimiento fetal.

5.3.2.1 Modelo longitudinal del crecimiento fetal

El primer modelo es el longitudinal donde en la Tabla 4 se muestra sin covariables
(modelo crudo) y en la Tabla 5 se muestra con las covariables (modelo ajustado). No se
observa diferencias significativas entre el crecimiento fetal (biometrias fetales y peso

fetal estimado) y la exposicion materna de NO..

Si que se observa una tendencia negativa en el modelo longitudinal (tanto en el modelo
ajustado como el crudo) en cuanto al DBP y PC y una tendencia positiva en cuanto al

PA, LF y PFE.
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Tabla 4. Modelo longitudinal del crecimiento fetal (modelo crudo).

Estimado Intervalo de confianza Valor p
DBP intercepcion -0.012 (-0.783,0.758) 0.975
DBP trayectoria -0.006 (-0.024,0.012) 0.516
PC intercepcién 0.357 (-2.068,2.782) 0.773
PC trayectoria -0.03 (-0.102,0.042) 0.412
PA intercepcién -0.976 (-4.3,2.348) 0.566
PA trayectoria 0.056 (-0.029,0.14) 0.197
LF intercepcion -0.248 (-0.909,0.413) 0.463
LF trayectoria 0.01 (-0.009,0.029) 0.293
PFE intercepcion -8.148 (-59.088,42.793) 0.754
PFE trayectoria 0.522 (-0.671,1.715) 0.392

DBP: Diametro biparietal; PC: Perimetro cefalico; PA: Perimetro abdominal; LF: Longitud del fémur y PFE:
Peso fetal estimado

Tabla 5. Modelo longitudinal del crecimiento fetal (modelo ajustado?).

Estimado Intervalo de confianza Valor p

DBP intercepcion -0.032 (-0.812,0.749) 0.937
DBP trayectoria -0.006 (-0.024,0.013) 0.546
PC intercepcion 0.527 (-1.945,2.998) 0.677
PC trayectoria -0.033 (-0.105,0.039) 0.371
PA intercepcion -0.798 (-4.137,2.541) 0.64

PA trayectoria 0.056 (-0.029,0.141) 0.197
LF intercepcion -0.21 (-0.866,0.447) 0.532
LF trayectoria 0.009 (-0.01,0.027) 0.365
PFE intercepcion -7.016 (-58.247,44.215) 0.789
PFE trayectoria 0.557 (-0.648,1.761) 0.366

DBP: Diametro biparietal; PC: Perimetro cefalico; PA: Perimetro abdominal; LF: Longitud del fémur y PFE:
Peso fetal estimado
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aCovariables: edad gestacional (dias), edad materna (afios), etnia materna (europea vs otros), educacion
materna (universitarios vs no universitarios), habito tabaquico materno y cényuge (si vs no), paridad (=1 vs
0) e IMC (kg/m?)

5.3.2.2 Modelo transversal del crecimiento fetal

El segundo modelo es el transversal, donde en la Tabla 6 se muestra sin covariables
(modelo crudo) y en la Tabla 7 se muestra con las covariables (modelo ajustado). No se
observan diferencias significativas entre el crecimiento fetal (biometrias fetales y peso

fetal estimado) y la exposicion materna de NO-.

En el estudio transversal con el modelo crudo se observa una tendencia negativa en
todas los biometrias y peso fetal estimado, pero cuando se ajusta el modelo a las
covariables especificas se observa una tendencia negativa con el DBP, PC y LF y
positiva en el PA 'y PFE. A su vez, ninguna de estas tendencias es con un valor de p

estadisticamente significativo (Tablas 6-7).

Tabla 6. Modelo transversal del crecimiento fetal (modelo crudo).

Estimado Intervalo de confianza Valor p
DBP -0.255 (-1.168,0.658) 0.585
PC -0.813 (-3.851,2.225) 0.6
PA -0.204 (-4.171,3.762) 0.92
IEE -0.202 (-1.064,0.661) 0.647
PFE -13.447 (-88.739,61.845) 0.727

DBP: Diametro biparietal; PC: Perimetro cefalico; PA: Perimetro abdominal; LF: Longitud del fémur y PFE:
Peso fetal estimado
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Tabla 7. Modelo transversal del crecimiento fetal (modelo ajustado?).
Estimado Intervalo de confianza Valor p
DBP -0.14 (-0.752,0.473) 0.656
PC -0.143 (-1.909,1.623) 0.874
PA 0.47 (-1.941,2.882) 0.703
LF -0.016 (-0.427,0.394) 0.938
PFE 6.006 (-29.897,41.909) 0.744

DBP: Diametro biparietal; PC: Perimetro cefalico; PA: Perimetro abdominal; LF: Longitud del fémur y PFE:

Peso fetal estimado

aCovariables: edad gestacional (dias), edad materna (afios), etnia materna (europea vs otros), educacion
materna (universitarios vs no universitarios), habito tabaquico materno y conyuge (si vs no), paridad (=1 vs

0) e IMC (kg/m?).

5.4 Objetivo 3: Estudiar la exposicion materna al NO, mediante un dispositivo personal

y su relacion con la funcién placentaria (estos resultados son los que se presentan en

el articulo publicado):

Las asociaciones entre la exposicion materna de NO; y la medicién del Doppler materno
y funcion placentaria se presentan en las Tablas 8 y 9 donde se observa el cambio del
coeficiente de regresion de los Doppler de la funcién placentaria asociados con un

creciente rango intercuartil en la exposicion personal al NO; durante la semana 28 y 32

Céalculo del IP de las arterias uterinas

Célculo del IP de la arteria umbilical

Calculo del IP de la arteria cerebral media

Célculo del ratio cerebroplacentario

Célculo del IP del ductus venoso




de gestacioén. Se determinan dos modelos: el primer modelo ajustado a las covariables:
edad gestacional en la semana 32 (dias), edad materna a la concepcion (afios),
educacion maternal (estudios universitarios vs no universitarios), etnia materna
(europea vs otro origen), habito tabaquico materno (si vs no) y habito tabaquico cényuge
(sivs no) y la paridad (0 vs 21). Este primer modelo no incluye la variable IMC materno.
El segundo modelo incluye las covariables anteriormente mencionadas mas la variable

del IMC materno.

5.4.1 indice Pulsatilidad medio de las arterias uterinas
Se observa una asociacion negativa -0.07 (-0.12, -0.02) (p<0.05) entre la exposicion al
NO:y el IP medio de las AUt. Esta asociacion se mantiene estadisticamente significativa

tanto en el modelo ajustado a las covariables mencionadas sin y con el IMC materno.

5.4.2 indice Pulsatilidad arteria umbilical, arteria cerebral media y ductus venoso

No se observa ninguna asociacion significativa entre la exposicion al NO. y el IP de la

AU, ACM y DV tanto en modelos sin ajustar con IMC como con su inclusion.

5.4.3 Ratio cerebroplacentario

Se observa una asociacion negativa estadisticamente significativa -0.39 (-0.64, -0.13)
(p<0.05) entre el RCP y la exposicion materna al NO, cuando se ajusta al modelo con
las variables mencionadas incluyendo el IMC materno en la semana 32. En cambio, se
observa gue al realizar el andlisis sin tener en cuenta el IMC materno en la semana 32

se mantiene la tendencia negativa, pero sin alcanzar una p<0.05.
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Tabla 8. Doppler materno-fetal y exposicién personal al NO2 (modelo ajustado? sin IMC).

N Estimado Ajustado sin IMC
(Intervalo confianza 95%)
IP medio arterias uterinas 92 -0.07 (-0.12, -0.02) **
IP Arteria cerebral media 81 -0.06 (-0.18, 0.06)
IP Arteria umbilical 85 0.02 (-0.03, 0.06)
Ratio Cerebroplacentario 85 -0.18 (-0.37, 0.01) *
IP Ductus venoso 63 -0.08 (-0.51, 0.35)

IP = indice de pulsatilidad
IMC: indice de masa corporal

aCovariables: edad gestacional en la semana 32 (dias), edad materna a la concepcion (afios),
etnia materna (europea vs otros), educacion materna (estudios universitarios vs no universitarios),
habito tabaquico materno (si vs no), habito tabaquico conyuge (si vs no) y paridad (0 vs 21).

* p<0.1 ** p<0.05

Tabla 9. Doppler materno-fetal y exposicién personal a NO2 (modelo ajustado® con IMC).

N Estimado Ajustado con IMC
(Intervalo confianza 95%)
IP medio arterias uterinas 91 -0.09 (-0.14, -0.04) **
IP Arteria cerebral media 80 -0.08 (-0.25, 0.09)
IP Arteria umbilical 84 0.05 (-0.01, 0.11)
Ratio cerebroplacentario 84 -0.39 (-0.64, -0.13)**
IP Ductus venoso 62 0.00 (-0.07, 0.07)

IP = indice de pulsatilidad
IMC: indice de masa corporal

aCovariables: edad gestacional en la semana 32 (dias), edad materna a la concepcion (afios),
etnia materna (europea vs otros), educacion materna (estudios universitarios vs no universitarios),
héabito tabaquico materno (si vs no), habito tabaquico cényuge (si vs no), paridad (0 vs 21) e IMC
(kg/m?).

** n<0.05
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5.5 Objetivo 4: Estudiar la exposicion materna al NO, mediante un dispositivo personal

y su relacion con los resultados perinatales:

= Estudio test de Apgar

»= Estudio de los pH de corddén umbilical arterial y venoso
= Medicién del peso neonatal

= Medicién de la longitud neonatal

= Medicién de la circunferencia cefalica neonatal

= Ingreso en UCI neonatal

Presentamos los resultados perinatales como el resultado obtenido del test Apgar, pH
de cordon umbilical y el ingreso o no a UCI neonatal. Por otro lado, detallamos los
resultados antropométricos como el peso al nacer, talla y perimetro cefalico neonatal. A

estas variables se realiza el andlisis estadistico para la exposicion materna al NO..

En la Tabla 10 se presentan los resultados de las diferentes variables y covariables que

se utilizan para el andlisis estadistico.

Tabla 10. Descripcidn de variables y covariables en los resultados perinatales.

Pérdidas (%) Resultados (%, DE)

Edad materna (afios), media 0 32.2 (4.7)

Tension materna, n

Normal 14 87 (100)

Alta 14 0 (0)

Diabetes gestacional, n

No 7 85 (90)
Si 7 9 (10)
Edad gestacional al nacer (dias), media 1 279.4 (9.8)
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Parto, n

Espontaneo 69 (71,1)
Inducido 28 (28,9)

Tipo de parto, n
Eutdcico 67 (67,7)
Instrumentado 16 (16,2)
Cesarea 16 (16,2)

Test de Apgar, media (RIC)
1r minuto 9 (9.00,9,00)
5° minutos 10 (10.00,10.00)
10° minutos 10 (10.00,10.00)

pH corddn umbilical, media (RIC)

Arterial

7.24 (7.20,7.28)

Venoso

7.31 (7.28,7.36)

Ingreso Unidad UCI Neonatos, n

No 91 (91)

Si 9 (9)
Sexo fetal n

Femenino 32 (33.7)

Masculino 63 (66.3)

Peso (g), media
Talla (cm), media

Perimetro cefalico (cm), media

3390.1 (452.3)
50.4 (1.9)

34.3 (1.3)

* Media y desviaciones estandares para variables cuantitativas continuas y n (%) para variables categoricas

DE: desviacién estandar

RIC: rango intercuartilico




5.5.1 Resultados perinatales

Para las variables test de Apgar, pH de cordon umbilical e ingreso en UCI neonatal se
realiza un estudio transversal en dos modelos: uno sin ajustar (crudo) a las covariables
antes descritas y un segundo modelo ajustado a dichas covariables. Los resultados se

muestran en las Tablas 11y 12.

No se observa una asociacion estadisticamente significativa entre la exposicion materna
al NO; vy los resultados perinatales, ni en el modelo sin ajustar ni en el ajustado por las
covariables. Se observa una asociacién negativa estadisticamente significativa entre el
test de Apgar a los 10 minutos y la exposicion materna al NO, en ambos modelos. Hay

gue sefalar que la variabilidad de esta variable es muy reducida.

Tabla 11. Resultados perinatales y exposicién materno al NO2 (modelo crudo).

Estimado crudo

Variable N Intervalo confianza 95% valor p
Apgar 1 90 0,04 (-0.2,0.28) 0,739
Apgar 5 90 -0,02 (-0.14,0.1) 0,732
Apgar 10 90 -0,04 (-0.08,-0.01) 0,019**
pH arterial 76 0 (-0.01,0.02) 0,79
pH venoso 78 0,01 (0,0.03) 0,057
Ingreso UCI (si vs no) 92 1,27 (0.78,2.08) 0,337

UCI: Unidad de cuidados intensivos

** p<00,5.
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Tabla 12. Resultados perinatales y exposicion materno al NO2 (modelo ajustado?).

Estimado ajustado

Variable N Intervalo confianza 95% valor p
Apgar 1 90 0,05 (-0.2,0.31) 0,696
Apgar 5 20 -0,02 (-0.15,0.11) 0,776
Apgar 10 90 -0,04 (-0.07,0) 0,036**
pH arterial 76 0 (-0.01,0.02) 0,82
pH venoso 78 0,01 (0,0.03) 0,082
Ingreso UCI (si vs no) 92 1,57 (0.82,2.97) 0,173

UCI: Unidad de cuidados intensivos

aCovariables: edad materna a la concepcion (afios), etnia materna (europea vs otros), educacién materna
(estudios universitarios vs no universitarios), habito tabaquico materno (si vs no), habito tabaquico conyuge
(sf vs no), paridad (0 vs 21), IMC semana 28 y 32 (kg/m?), tension arterial (normal vs alta), diabetes
gestacional (si vs no), edad gestacional al nacimiento (dias) y sexo fetal (masculino vs femenino).

** n<00.5. Variabilidad muy reducida de dicha variable

5.5.2 Resultados antropométricos

Se estudian el peso al nacer, talla y perimetro cefalico neonatal y se realiza el analisis

estadistico para la exposicion materna al NO,. Para dichas variables se realiza un

estudio transversal en dos modelos: uno sin ajustar a las covariables (antes descritas)

y un segundo ajustando a dichas covariables. Los resultados se muestran en las Tablas

13-14.

No se observa asociacion estadisticamente significativa entre los diferentes resultados

perinatales estudiados (peso, talla y perimetro cefélico neonatal) y la exposicién

materna al NO; ni en el modelo crudo ni en el ajustado por las covariables definidas

anteriormente.
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Tabla 13. Modelo transversal resultados antropométricos y exposicion personal al NO2 (modelo crudo).

Estimado Intervalo de confianza Valor p
Peso 29.961 (-79.081,139.002) 0.592
Talla 0.285 (-0.173,0.742) 0.226
Perimetro cefalico 0.047 (-0.276,0.37) 0.77

Tabla 14. Modelo transversal resultados antropométricos y exposicion personal al NO2 (modelo ajustado?).

Estimado Intervalo de confianza Valor p
Peso 47.671 (-48.825,144.167) 0.336
Talla 0.348 (-0.04,0.735) 0.083
Perimetro cefalico 0.064 (-0.219,0.346) 0.66

aCovariables: edad materna a la concepcién (afios), etnia materna (europea vs otros), educacién materna
(estudios universitarios vs no universitarios), habito tabaquico materno (si vs no), habito tabaquico conyuge
(sf vs no), paridad (0 vs 21), IMC semana 28 y 32 (kg/m?), tension arterial (normal vs alta), diabetes
gestacional (si vs no), edad gestacional al nacimiento (dias) y sexo fetal (masculino vs femenino).
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6. DISCUSION

El estudio de la contaminacion del aire y su relacién con la gestacion, de los resultados
perinatales y de los efectos sobre la infancia es cada vez de mayor interés. Las politicas
medioambientales junto con las recomendaciones de la OMS (4) hacen seamos cada
vez mas sensibles a la contaminacion del aire, sobre todo en las grandes ciudades. La
gestacién, como sabemos, es una etapa sensible a diferentes noxas y la contaminacion,
como demuestran muchos trabajos, puede afectar a la gestacién, a los resultados

perinatales e incluso tener consecuencias en la infancia y etapa adulta (24) (45).

Nuestro trabajo con una poblacién sana del &rea Metropolitana suroeste de Barcelona
se centra en el estudio especificamente del NO; ya que es un gas que se puede utilizar
como indicador de contaminacién del aire en general, siendo ademas facilmente de
monitorizar su exposicién (13). Nuestro estudio se diferencia de los estudios previos en
gue es un estudio prospectivo actual, que utiliza un dispositivo personal que lleva
consigo la embarazada durante un periodo de crecimiento y desarrollo fetal
especialmente importante de la vida intrauterina (entre la semana 28 y 32 de gestacion)
y que estudia la relacion de esta exposicion con el crecimiento fetal, la funcién

placentaria y los resultados perinatales.

A continuacion, se desarrolla la discusién de los resultados obtenidos siguiendo el orden

de los objetivos establecidos anteriormente.
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El NO: se considera uno de los indicadores de la compleja mezcla de la contaminacién
del aire tan frecuente en los d&mbitos urbanos (79). En nuestro estudio, se obtiene la
cuantificaciéon de la exposicion del NO, materno a través de dispositivos personales
durante un periodo de 4 semanas entre las 28 y 32 semanas de gestacion y se observa
unos hiveles medios de NO, de 21,77 pg/m®. Aunque la ventana de estudio es de 4
semanas, esta concentracion estudiada es equivalente a la exposicion media anual al
NO.. Segun las OMS y la UE se consideran niveles permitidos aquellos que estén por
debajo de 40 ug/m3de media anual, por lo tanto, es muy importante destacar que nuestra
poblacién estudiada es sometida a unos niveles aceptables segln estas entidades (41).
A su vez, hay que tener en cuenta que en el afio 2022 las nuevas directrices de la OMS
marcan un nuevo objetivo que rebaja estos 40 pg/m*de media anual a los 10 ug/mé3(4).
Por lo tanto, con las nuevas guias de la OMS (2021) nuestra poblacion esta expuesta a

niveles superiores de lo aconsejable para el NO,.

Otros estudios que también valoran la relacion de NO2 materno con el Doppler de la
funcidén placentaria obtienen los siguientes niveles de NO2: Van den Hooven et al (13)
describe unos niveles medios de 39,9 ng/m® como resultado de estudiar las pacientes
durante 2001-2005 en Rotterdam utilizando estaciones de calidad del aire con técnicas
de modelos de dispersién con su direccion postal. Carvalho et al (12) observa una
exposicion de 37,2 DE + 18,4 ng/m?® que resulta de pacientes estudiadas en 2011-2013
en Sao Paulo mediante dispositivos personales como en nuestro estudio (se valor6 los
niveles de NO; en los tres trimestres del embarazo, sefialamos aqui el del tercer
trimestre). Contreras et al (11) observa unos niveles medios de 42,6 pg/m® DE * 7,3
(22,7 DE % 3,9 ppb) que resultan de estudiar las pacientes durante 1993-1996 en Los
Angeles utilizando los lugares de residencia des de modelos de superficie de

monitorizacion fija.
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Comparando los resultados de exposicion de nuestro estudio con los otros previamente
descritos (Tabla 15), destaca una exposicion notablemente inferior. Las posibles causas
gue pueden explicar este hallazgo son las diferencias tempo-espaciales. La poblacion
estudiada procede de una zona mas periférica respecto al centro urbano de Barcelona
con mas areas verdes y menos congestion al trafico de coches. Este estudio es reciente,
y en los dltimos afios tanto a nivel politico como a nivel de conciencia individual, las
mejoras de las condiciones medioambientales han ido cobrando cada vez mas
importancia. Por ultimo, nuestro estudio valora la exposicion al NO: utilizando

dispositivos portatiles e individuales que valoran de modo singular la exposicion durante

todas las actividades de cada paciente.

Por lo tanto, con los hallazgos obtenidos se observa que nuestra poblacion de estudio
(n:101) esta sometida a una concentracién media anual de NO, de 21,71 ug/m?®. Este
valor esta por debajo de los de 40 ug/m?de media anual (limites seguros establecidos
por las OMS y la UE antes del 2022) pero superior a los 10 ug/m? que fijan las nuevas

directrices.

Tabla 15. Resumen de exposicion de NO2 en estudios de referencia.

Estudio Afio Lugar Medicion NO2 Media anual
Van den Hooven 2001-2005 Rotterdam Indirecta 39,9 ng/m3
Carvalho 2011-2013 Séo Paulo Dispositivo 37,2 pg/m?
Contreras 1993-1996 Los Angeles Indirecta 42,6 pg/m3
Cahuana* 2017-2018 Barcelona Dispositivo 21,71 pg/m3

* Tesis actual

111



Otro objetivo de interés es estudiar la relacién entre la exposicion materna al NOo,
medida por un dispositivo personal, y el crecimiento fetal. Nuestro trabajo se centra en

el estudio de cada biometria fetal y el peso fetal estimado y se resumen en la Tabla 16.

En referencia al diametro biparietal (DBP) no se observa asociacion estadisticamente
significativa entre la exposicion materna al NO» y el DBP. Estos resultados también van
acordes con el estudio de Clemens et al (64). Este tltimo, sin embargo, también estudia
la posible asociacion con PMig y PM2s en el tercer trimestre y si encuentra una
asociacion negativa estadisticamente significativa (3=-0.86 cm, IC 95%: -1.26,-0.48; 3=-
0.16 cm, IC 95%: -0.30,-0.02). Lamichhane et al (60) observan también asociacion
negativa significativa entre la exposicion materna al NO; y PMio con el DBP en el
segundo y tercer trimestre respectivamente. Ifiguez et al (61) observan una asociacion
negativa entre la exposicion materna al NO; en las primeras 12 semanas y la medicion
del DBP a las 20 semanas (3=-0.03 cm, IC 95%: -4.3,-1.5). Ritz et al (62) obtienen
resultados similares encontrando una asociacién negativa entre el DBP y los niveles de
NO; durante el tercer trimestre (R=-0.76 cm, IC 95%: -1.30,-0.22). Este Ultimo también
encuentra una asociacion negativa significativa con el CO. No se observa asociacion
estadisticamente significativa entre el DBP y otros contaminantes como el NOy en otros

estudios como Malmagvist et al (80), ni con SO2y O3 en el estudio de Hansen et al (65).

Cabe sefialar que nuestro estudio si que se observa una tendencia negativa entre el
DBP y la exposicion materna al NO», aunque como se menciona, esta relacion no es

estadisticamente significativa.

En referencia al perimetro cefélico (PC) no se observa asociacion estadisticamente
significativa entre la exposicion materna al NO; y el PC. Estos resultados también son
acordes con el estudio de Clemens et al (64) que no encuentra asociacion
estadisticamente significativa entre la exposicién materna al NO2, PM1p y PM35 con el
PC. Malmqyvist et al (80) en cambio, observan una asociacion negativa entre el PC y la

exposicion de NO, durante el tercer trimestre (IC 95%: -0.07,-0.02). De la misma
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manera, Ritz et al (62) también observa una asociacién negativa entre el PC y la
exposicion al NOx durante el embarazo (3=-0.12 cm, IC 95%: -0.22,-0.01). Por otro lado,
Schembari et al (81) no encuentra asociacion significativa entre PC y la exposicién al
NOy. En el metaanalisis de Li Fu et al (42) no observan asociaciones significativas entre

el PC y la exposicién a SO, y O3z durante el embarazo.

Cabe sefialar que nuestro estudio si que observa una tendencia negativa entre el PCy
la exposicion materna al NO2, aunque como hemos mencionado anteriormente, esta

relacion no es significativa.

En referencia al perimetro abdominal (PA) no se observa asociacion estadisticamente
significativa entre la exposicion materna al NO, y el PA. Estos resultados también son
acordes con el estudio de Clemens et al (64) que no encuentra asociacion
estadisticamente significativa entre la exposicion materna al NO2, PM1p y PM25s con el
PA. En cambio, Ifiiguez et al (61) observan una asociacién negativa entre la exposicion
al NO; durante el primer trimestre y el PA en semana 34 de gestacion. Hjortebjerg et al
(82) observan un efecto significativo a la exposicion al NO, durante la gestacion y el PA
(3=-0.43 cm, IC 95%: -0.68,-0.17). Ifiguez et al estudian la exposicion al NO, durante
los tres trimestres del embarazo y s6lo observan una asociacion significativa entre la
exposicion al NOz y el PA en el primer trimestre (3=-0.02 cm, IC 95%: -0.04,-0.01). Los
estudios de Hansen (64) y Malmqvist et al (80) estudian los efectos del PM1o, NOx y O3

sin observar asociacion significativa con el PA.

Cabe sefialar que tenemos diferentes tendencias tanto positiva como negativa entre el

PA y la exposicion materna al NO2, seguin el modelo estudiado.

En referencia a la longitud del fémur (LF) no se observa asociacion estadisticamente
significativa entre la exposicion materna al NO» y la LF. Estos resultados también son
acordes con el estudio de Clemens et al (64) que no encuentran asociacion

estadisticamente significativa entre la exposicion materna al NO2, PMig y PM2s vy la
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longitud del fémur. Malmqvist et al (80) observan una asociacién negativa durante el
segundo trimestre con el NOx y la LF (IC 95%: -0.02,0.00). Otros estudios no encuentran
asociacion significativa entre la exposicion a NO2, PM, SO, y Oz con la LF (Valero et al

(67), Hansen et al (65) e Ifiguez et al (61)).

Cabe sefalar que nuestro estudio tiene diferentes tendencias tanto positiva como

negativa entre la LF y la exposicion materna al NO2, segun el modelo estudiado.

Y finalmente, respecto al peso fetal estimado (PFE) no se observa asociacion
estadisticamente significativa entre la exposicion materna al NO, y el PFE. Estos
resultados también son acordes con el estudio de Carvalho et al (12). Este Gltimo
también estudia la posible asociacién con el O3y el PFE sin observar ninguna. El estudio
de Carvalho et al (12) es el Unico que, al igual que nuestro trabajo, valora la exposicion
al NO; con dispositivos personales en cada trimestre con una duracion de 7-18 dias. En
cambio, IAiguez et al (61) observan una asociacién negativa entre la exposicion al NO;
durante el primer trimestre con el PFE en la semana 34 (3= -2.1 g, IC 95%: -3.7,-0.2).
En la misma direccion Van den Hooven et al (63) observan una asociacién negativa
entre la exposicidn alta al NO y el PFE en el tercer trimestre (3=-14.2 g, IC 95%: -28.0,-

0.5).

Cabe sefialar que tenemos diferentes tendencias tanto positiva como negativa entre el
PFE y la exposicion materna al NO2, segun el modelo estudiado. Aunque como hemos

mencionado esta relacion no es significativa.
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Tabla 16. Estudios con variables de crecimiento fetal y exposicion al NO2.

Variable/Estudios Ao Medicion NO2 Resultados
DBP
Clemens 2002-2011 Indirecta No asociacion
Lamichhane, Ifiguez 2006-2011, Indirecta Asociacion negativa
2003-2008
Cahuana* 2017-2018 Dispositivo No asociaciéon
PC
Clemens 2002-2011 Indirecta No asociacion
Cahuana* 2017-2018 Dispositivo No asociacién
PA
Clemens 2002-2011 Indirecta No asociacion
Ifiguez 2003-2008 Indirecta Asociacion negativa
Cahuana* 2017-2018 Dispositivo No asociacion
LF
Clemens, Aguilera, 2002-2011, Indirecta No asociacion
Hansen, Ifiiguez 2004-2006,
1993-2003,
2003-2008
Cahuana* 2017-2018 Dispositivo No asociaciéon
PFE
Carvalho 2011-2013 Dispositivo No asociacion
Ifiguez, Van den Hooven 2003-2008, Indirecta Asociacién negativa
2001-2005
Cahuana* 2017-2018 Dispositivo No asociacién

DBP: Diametro biparietal; PC: Perimetro cefalico; PA: Perimetro abdominal; LF: Longitud del fémur y PFE:

Peso fetal estimado

*Tesis actual
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El siguiente objetivo de interés es estudiar la relacién entre la exposicibn materna al
NO2, medida por un dispositivo personal, y el Doppler materno-fetal. Nuestro trabajo se
centra en el estudio Doppler del IP de los diferentes vasos sanguineos y ratios que

engloban la funcién placentaria y se resumen en la Tabla 16.

El IP medio de las arterias uterinas es un pardmetro Doppler materno que refleja la
resistencia vascular al flujo Utero-placentario. En nuestro estudio, aunque los percentiles
no fueron en su mayoria patolégicos (superiores al percentil 95), se observa una
asociacion estadisticamente significativa (p<0,05) entre el NO, y el IP de las arterias
uterinas y se observa una tendencia a su disminucién cuanto mayor es la exposicién

materna de NO; (Figura 12).

I NO- > l IP arterias uterinas

Figura 12. Relacion inversamente proporcional entre exposicion NOz y el IP AUL.

Fuente: propia.

Revisando la literatura (Tabla 17), existen muy pocos estudios que hayan analizado
dicha relacion. Ni Van den Hooven et al (13) ni Carvalho et al (12) obtienen resultados
estadisticamente significativos. Cabe sefialar que Van den Hooven et al (13) estudia la
asociacion de NO. y los factores angiogénicos. Aunque no es un parametro Doppler, si
gue obtiene una disminucion significativa del sFlt-1 que refleja un estado proangiogénico
e indirectamente una menor resistencia vascular (Figura 13). Este hallazgo si podria ir

en concordancia a nuestros resultados.
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l NO; > l sFlt-1

Estado proangiogénico

Figura 13. Resultado de Carvalho entre la exposicion al NO2 y niveles de sFlt-1.

Fuente: propia.

Por el contrario, Contreras et al (66) observan una relacion directamente proporcional
estadisticamente significativa entre exposicidén materna a NO: y los valores del IPm de
las arterias uterinas (3= 0.12 DE, IC 95% 0.02,0.23). Estos resultados son contrarios a
los obtenidos en nuestro estudio. Hay que tener en cuenta que Contreras estima la
exposicién materna al NO, utilizando estaciones de calidad de aire basdndose en datos
obtenidos una década después de la medicion de los valores del Doppler. En cambio,
nuestro estudio es de los pocos que cuantifican la exposicion materna a nivel personal
y, este hecho, proporciona mayor fidelidad ya que considera las variaciones individuales
espaciales a las que estan expuestas las participantes del estudio y también permite
realizar el estudio Doppler de la funcion placentaria una vez finalizada la exposicion a

estudiar.

Tabla 17. Resumen Doppler arterias uterinas y exposicion de NO2 en estudios de referencia.

Estudio / afio Medicion NO2 Doppler Arterias Uterinas
Van den Hooven / 2001-2005 Indirecta No asociacion

Carvalho / 2011-2013 Dispositivo No asociacion

Carvalho / 2011-2013 Dispositivo Disminucién sFlt-1*
Contreras / 1993-1996 Indirecta Aumento IP

Cahuana** / 2017-2018 Dispositivo Disminucion IP

*sFIt-1 no es un pardmetro Doppler.

**Tesis actual
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La interpretacion de este hallazgo podria ser explicado como una compensacion
vascular materna para garantizar el flujo vascular materno placentario debido a un
contexto hipéxico. Esta adaptacion se observa de manera analoga en la arteria cerebral
media en situaciones hipoxicas cerebrales (56). De una manera similar, esta situacion
de adaptacion o cambios de flujo en las arterias uterinas también se observa al aumentar
la altitud. Krampl et al (83), observan una disminucién del IPm de las arterias uterinas
en gestantes que se encuentran a altitudes geogréficas superiores y que, por lo tanto,

estan sometidas a mas hipoxia debido a la menor presion atmosférica de oxigeno.

En referencia a la arteria umbilical y la arteria cerebral media no se observa una
asociacion entre la exposicion materna de NO; y sus IP. Este hallazgo va en
concordancia a los estudios anteriormente mencionados ya que tampoco encuentran

asociacion significativa (12) (13).

En nuestro estudio se observa una relacion inversa entre los niveles de NO; y el RCP
(Figura 14). Aungue los ratios no son en su mayoria patolégicos (por debajo del percentil
5), si se observa una asociacion negativa entre el ratio cerebroplacentario y la

exposicion al NOa.

I NO; S l RCP

Figura 14. Relacion inversamente proporcional entre exposicion NO2 y el RCP.

Fuente: propia.

Revisando la literatura, no se observa ningun estudio que haya evaluado la relacién
directa entre la exposicién materna al NO; y el RCP. Dado que el ratio es la relacién
entre el IP de la arteria cerebral media y el IP de la arteria umbilical, si buscamos por
separado estudios que analicen la relacion entre NO, materno y estos indices,

destacamos que Van den Hooven et al (13) no encuentran una asociacion
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estadisticamente significativa entre los niveles de NO: y el IP de la AU. En este estudio
no se analiza la relacién de NO; con el IP ACM. Carvalho et al (12) no observan tampoco
asociacion estadisticamente significativa entre los niveles de NO; y el IP de la AU y
tampoco con el IP de la ACM. Por lo tanto, hasta donde llega nuestro conocimiento, este

es el primer estudio que analiza la relacién entre el NO, materno y el RCP.

La importancia del RCP reside en que se trata de un indice que aporta una sensibilidad
superior respecto al Doppler de la AU y ACM de forma aislada para detectar fetos con
riesgo de malos resultados perinatales. EI RCP se altera cuando uno de sus
componente sufre sutiles cambios incluso en rango de normalidad (84). Existe evidencia
de que en fetos de bajo riesgo y con peso estimado normal, su alteracién predice
problemas en el neurodesarrollo a los 18 meses de edad (85). Como se ha mencionado
anteriormente, la vida fetal es un periodo critico donde las noxas que se presenten

tienen consecuencias potenciales en la vida postnatal.

La interpretacion de este resultado podria explicarse como una compensacion cerebro
placentaria a un contexto hipéxico generado por la contaminacion del aire (14). Tal como
muestra la Figura 15, se conoce a nivel bioquimico que el NO, cuando se combina con
la hemoglobina con hierro ferroso se convierte en NO y metahemoglobina (con estado

férrico) no favoreciendo a la oxigenacién éptima para los tejidos (86) (87) (88) (89).

La trascendencia de este hallazgo es que el neurodesarrollo puede verse afectado por
la exposicion al NO- en la vida prenatal (45) y el RCP podria ser utilizado en la practica

clinica como un marcador prondstico de este neurodesarrollo.
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Figura 15. Formacién de metahemoglobina a partir del NO2.

Fuente: propia.

Y finalmente, no se observa asociacion entre la exposicion materna de NO: y el IP del
DV. Este es de los Unicos estudios que ha estudiado la relacion de la exposicion materna

al NOz y el IP del DV.

En base al estudio de la exposicién materna al NO, mediante un dispositivo personal y
su relacion con el Doppler materno-fetal, nuestro trabajo observa diferencias
estadisticamente significativas en el IPm AUt y el RCP. Con estos hallazgos
significativos entre la exposicion materna al NO y los Doppler de las AUt y RCP, se
puede hipotetizar la secuencia que se resume en la Figura 16. Las gestantes que estan
expuestas a niveles superiores de NO;, durante las semanas 28 y 32 pueden estar
sometidas a un cierto grado de hipoxia. Este grado de hipoxia puede ser percibido por
el feto que respondera con una disminucion del RCP. A su vez, el grado de hipoxia o la
disminucién del RCP pueden hacer disminuir el IPm AUt como medida de adaptacion
para compensar la situacion de hipoxia, para asi aumentar el flujo sanguineo materno

hacia el territorio Utero-placentario.
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Figura 16. Hallazgos significativos entre la exposicion materna al NOz y el estudio Doppler.

Fuente: propia.

Como objetivo final, nuestro trabajo estudia la relacion entre la exposicion materna al
NO2, medida por un dispositivo personal, y los resultados perinatales y se resumen en

la Tabla 18.

No se observa asociacion estadisticamente significativa entre la exposicion materna al
NO: y el test de Apgar en el minuto 1 y 5 . Si se observa una asociacion negativa
estadisticamente significativa entre la exposicion materna al NO; y el test de Apgar en
el minuto 10. Encontramos el estudio de Wei et al (76) que observa una asociacion
negativa entre la exposicion materna a PM; s en polvo durante el embarazo y el test de
Apgar en el primer minuto. Weber et al (90) estudian gestantes que utilizan cocinas con
gasoil y observan una asociacion entre dicha exposicién a un resultado inferior a 7 en
el test de Apgar a los 5 minutos. En referencia a nuestro resultado en el test Apgar en
el minuto 10, aunque es significativo, hay que sefialar que la variable presenta una muy

escasa variabilidad, motivo por el cual este resultado puede no tener valor.
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Respecto a los gases obtenidos del cordén umbilical, no se observa asociacion
estadisticamente significativa entre la exposicion materna al NO, y el pH arterial ni
venoso del corddn umbilical. No observamos estudios en la literatura que estudien la
variable pH de cordon umbilical con la exposicion materna al NO: ni a otros

contaminantes del aire.

En referencia al peso neonatal, no se observa asociacion estadisticamente significativa
entre la exposicion materna al NO; y el peso al nacer. Estos resultados también son
acordes con el estudio de Carvalho et al. Este dltimo también estudia la posible
asociacion con el Oz y el peso al nacer sin observar alguna relacién. De la misma
manera, Clemens et al (64) tampoco encuentra asociacion entre la exposicién al NO, y
PM.s con el peso al nacer. El estudio de Estarlich et al (18) tampoco observa una
asociacion significativa entre el NO y el peso neonatal. En cambio, Dastoorpoor et al
(91) observa una asociacion inversa entre la exposiciéon al NO,, Oz y SO, con la
macrosomia al nacer. A su vez encuentra una asociacion directa y significativa entre la
exposicion al PM; s y la macrosomia. Van den Hooven et al (63) observa una asociacion

negativa con el peso al nacer con altos niveles de NO; (3=-37 g, IC 95%: -69.7,-5.6).

Cabe sefialar que nuestro estudio si observa una tendencia positiva con la exposicion

personal al NO; y el peso neonatal.

No se observa asociacion estadisticamente significativa entre la exposicion materna al
NO: vy la longitud neonatal. Estos hallazgos van acordes con el trabajo de Van den
Hooven et al (63) que tampoco observan asociaciones significativas con la longitud
posnatal y la exposicién a NO,. Lamichhane et al (60) y Estarlich et al (18) en cambio,
si encuentran una asociacion negativa en la longitud neonatal con la exposicion al NO».
En el meta-analisis elaborado por Fu et al (42), observan una asociacién negativa
significativa entre la exposicién de NO; y la longitud al nacimiento (8 =-0.03 cm, IC 95%:

-0.05,-0.02).
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Cabe sefialar que nuestro estudio si observa una tendencia positiva con la exposicion

personal al NO; y la longitud neonatal.

Respecto al perimetro cefalico neonatal, no se observa asociacion estadisticamente
significativa entre la exposicion materna al NO> y la circunferencia cefalica. Estos
hallazgos van acordes con el trabajo de Van den Hooven et al (63) que tampoco
observan asociaciones significativas con la circunferencia cefalica neonatal y la
exposicién al NO,. De la misma manera el meta-analisis elaborado de Fu et al (42)
tampoco observa asociacion entre el NO; y la circunferencia cefélica. Lamichhane et al
(60) en cambio, si observa una asociacion entre el perimetro craneal al nacimiento con

la exposicién materna al NO2 y PMso durante el tercer trimestre.

Cabe sefialar que nuestro estudio si observa una tendencia positiva, sin ser
estadisticamente significativa, con la exposicion personal al NO; y la circunferencia

cefalica neonatal.

Tabla 18. Estudios con resultados perinatales y exposicién al NO-.

Variable/Estudios Afio Medicién NO2 Resultados

Peso neonatal

Carvalho 2011-2013 Dispositivo No asociacion
Estarlich 2003-2008 Indirecta No asociacion
Clemens, Dastoorpoor, Van den | 2002-2011, Indirecta Asociacién negativa
Hooven 2008-2018,

2001-2005
Cahuana* 2017-2018 Dispositivo No asociacion

Longitud neonatal

Van den Hooven 2001-2005 Indirecta No asociacion
Fu** 1992-2011 Indirecta Asociacion negativa
Estarlich 2003-2008 Indirecta Asociacion negativa
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Lamichanne 2006-2011 Indirecta Asociacién negativa

Cahuana* 2017-2018 Dispositivo No asociacion

Circunferencia cefélica neonatal

Van den Hooven 2001-2005 Indirecta No asociacion
Fu** 1992-2011 Indirecta No asociacion
Estarlich 2003-2008 Indirecta No asociacion
Lamichanne 2006-2011 Indirecta Asociacion negativa
Cahuana* 2017-2018 Dispositivo No asociacion

*Tesis actual

** Meta-analisis

Finalmente, no se observa asociacién estadisticamente significativa entre la exposicion
materna al NO, y el haber requerido ingreso en la UCI neonatal. No observamos
estudios en la literatura que estudien la variable del ingreso a la UCI neonatal y la

exposicion materna al NO2 ni a otros contaminantes.

Valoracién

A continuacion, se procede a la valoracion final de la discusion empezando a describir

las fortalezas y limitaciones principales del estudio.

Fortalezas del estudio:
Método de exposicion

Este estudio es de los pocos en que se ha cuantificado la exposicion materna al NO, de
manera directa o personal mediante un dispositivo. Este hecho es muy importante
porque, durante las 4 semanas en que la gestante lleva consigo el dispositivo, se obtiene

una lectura en todo momento y en todos los lugares de interior y exterior en que la
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paciente es expuesta. Incluso en las horas de dormir, el dispositivo se encuentra a

menos de un metro de la paciente.

Tiempo y duracién

Destacamos que los resultados obtenidos de nuestro trabajo han sido de caracter
prospectivo y con datos recientes si los comparamos con los estudios anteriormente
nombrados en la discusion. Seguramente las politicas medioambientales no eran de
tanta importancia en los afios 90 como en la actualidad; porque como sabemos, la
tendencia actual es a ser mas rigurosos en las emisiones de CO, NO; y PMys y
contaminantes del aire en general (4). El tiempo en gue se ha medido el grado de
exposicion ha sido de 4 semanas, un tiempo mayor al de los estudios previos que

también han utilizado dispositivos personales.

Limitaciones del estudio:
Tamarfio muestral

El tamafio muestral de nuestro estudio es la limitacion principal. Los costes econémicos
de los dispositivos personales y su analisis posterior es lo que condicioné finalmente el
tamafio muestral. Considerando este reducido tamafio muestral, calculamos la potencia

de este estudio, para verificar la validez de los resultados.

Utilizamos la formula siguiente:

2(Za+2Z1_35)%0>
n = A2

Donde:
Zy y Z13: constantes fijadas por los valores de a y potencia del estudio, respectivamente.

4: desviacion tipica estimada.
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A: tamano del efecto estimado.

Se utiliza el estudio de Carvalho (12) para calcular los valores de 6 y A.

101 = 2 (1,96 + Z;. B)? 16,872

0,12
Z;.3=191
1-8 =97,19%
Con este valor obtenido concluimos que la potencia de este estudio es alta y por lo tanto
los resultados obtenidos tienen una buena validez externa asumiendo un tamafio

muestral reducido.

Estudios por trimestres

Este estudio se centra en la exposicion materna al NO; durante las 4 semanas
posteriores de la semana 28 de gestacion. La eleccion de este periodo de estudio recae
en el neurodesarrollo fetal. Otros trabajos amplian el estudio en cada trimestre, hecho

gue seria mas representativo.

Nuestro estudio no demuestra asociacién significativa entre la exposicion materna al
NO- y el crecimiento fetal y los resultados perinatales. Es necesario estudios de este
tipo con mayor nimero de participantes porque somos conscientes que una limitacién

importante de este trabajo es el tamafio muestral estudiado.

Finalmente, el hallazgo significativo del Doppler del IP medio de las arteria uterinas y el
ratio cerebroplacentario es motivo de seguir estudiando en qué medida y como la

contaminacioén del aire, en este caso el NO», puede afectar al desarrollo materno-fetal.
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7. CONCLUSIONES

1. Nuestra poblacion de estudio esta expuesta a un grado de NO; aceptable segun

las recomendaciones de la OMS.

2. Laexposicién materna al NO; no se relaciona negativamente con el crecimiento

fetal (tanto en biometrias como en peso fetal estimado).

3. La exposicion materna al NO; se relaciona con una disminucion en el IP medio
de las arterias uterinas, como indicador de adaptacién de la funcién placentaria
para garantizar mayor flujo sanguineo al Utero ante la exposicion a la

contaminacion del aire.

4. La exposicidbn materna al NO; a las que han estado expuestas nuestra poblacion
se ha relacionado con una disminucién en el ratio cerebroplacentario. Este
hallazgo puede ser signos de las primeras afectaciones del feto en frente a la

contaminacion del aire.
5. Laexposicién materna al NO; a las que han estado expuestas nuestra poblacion

no se relaciona con restricciones en el peso al nacer, longitud del neonato ni con

el perimetro cefélico neonatal.
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Keywords: Background: Maternal exposure to air pollution has been associated with poor obstetric outcomes. However, the
Air pollution available evidence on the impact of maternal exposure to air pollution on placental function is still scarce and is

Nitrogen oxides based on estimated ambient levels of air pollutants.
Gestation

Personal monitoring Objective: To evaluate the association between short-term maternal exposure to NO, based on the objective

Foetal growth personal measure of NO2 exposure and Doppler markers of placental function.

Maternal foetal Doppler Methods: This study was based on a prospective cohort of 101 pregnant women, recruited at Hospital Sant Joan
de Déu, Barcelona (Spain), between January 2017 and April 2018. NO, diffusion tubes were worn by pregnant
women to measure personal exposure to NO» between weeks 28 and 32 of their pregnancy. Placental function
was evaluated at the 32nd week of gestation by Doppler evaluation of mean uterine arteries pulsatility index (PI),
umbilical artery PI, middle cerebral artery PI, cerebroplacental ratic (CPR) and ductus venosus PI. Linear
regression models were applied to estimate the association of personal NO, exposure and Doppler markers of
placental function (one at a time), controlled for relevant covariates.

Results: Higher personal exposure to NO» was significantly associated with lower mean uterine artery P1. Each
one-interquartile range (IQR) increase in the exposure to NO ; was associated with —0.07 (95% confidence
intervals (CIs): —0.12, —0.02) decrease in uterine arteries P1. We also observed some suggestions for an inverse
association between this exposure and CPR. A one-IQR increase in NO; was associated with —0.18 (95% Cls:
—0.37, 0.01) decrease in CPR. The findings for the rest of Doppler markers were not conclusive,

Conclusions: Maternal exposure to NO» could interfere with Doppler markers of placental function, potentially
indicating a certain degree of cerebral vasedilatation with a decrease of mean uterine arteries PL

1. Introduction pollution with a wide range of adverse pregnancy outcomes such as

preterm delivery (Klepac et al., 2018), impaired foetal growth (Yuan

The prenatal period is known to be a sensitive window of exposure to et al., 2019), pregnancy-induced hypertensive disorders (e.g. pre-

environmental factors, when such exposures could negatively affect the eclampsia) (Pedersen et al., 2014) and gestational diabetes (Morales

perinatal outcomes and postnatal life (Reynolds et al., 2019). A sub- etal., 2016). However, the mechanisms underlying such associations are
stantial body of evidence has associated maternal exposure to air yet to be established.
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The placenta is an organ that plays a role in nutrient, gas and waste
exchange between the mother and fetus. As such, placenta could play an
important role in the associations between air pollution and pregnancy
complications and adverse outcomes. Recent studies have demonstrated
that air pollutants can penetrate into the foetal side of the placenta (Bove
et al., 2019), which could support the aforementioned role of placenta.
However, available studies evaluating the impact of maternal exposure
to air pollution on placental function have remained limited and with
inconsistent findings (Zanini et al., 2020). Moreover, these studies have
focused on the association of long-term exposure to air pollution on
placental function, with only one available study (Carvalho et al., 2016)
evaluating the such an association for the short-term exposure using
personal monitoring (7-18 days in each trimester of pregnaney).

There are different methods to assess placental function, including
histopathological, biochemical (e.g., angiogenic factors) or hemody-
namic (maternal-foetal vessel Doppler study) techniques. Haemody-
namic techniques are the most frequently used in obstetric clinical
practice, given their non-invasive nature. The maternal-foetal Doppler
study evaluates hemodynamic changes caused by placental insuffi-
ciency. Most examined vessels are maternal uterine arteries, the foetal
umbilical artery, the foetal middle cerebral artery and the foetal ductus
wvenosus (Lees et al., 2020). Doppler studies of the uterine arteries allows
examining uteroplacental vascular resistance (Martins and Kiserud,
2013). The pulsatility index (PI) (peak systolic flow minus end-diastolic
flow divided by the mean flow) is used to quantify the degree of vascular
resistance, with high values indicating a lower diastolic flow (Cnossen
et al., 2008; Jauniaux and Jurkovie, 1991) and therefore an increased
wvascular resistance (Yu et al., 2008). An increased uterine arteries PI
indicates higher uteroplacental resistance, which in turn suggests
placental insufficiency (van den Hooven et al., 2012a). The study of this
wvessels has diagnostic and prognostic value in the management of foe-
tuses with growth restriction (Miller et al., 2008). Doppler studies allow
evaluating fetoplacental vascular resistance when examining the um-
bilical artery (Turan et al., 2003) and the cerebral blood flow in middle
cerebral artery studies (a decrease in its resistance indicates foetal
adjustment to a hypoxic situation) (Richardson and Bocking, 1998).
Ductus venosus PI determines venous return to the right foetal heart
(Martins and Kiserud, 2013). The cerebroplacental ratio (CPR), as its
name indicates, is the ratio between the PI of the middle cerebral artery
and the PI of the umbilical artery. This ratio is diminished in hypoxic
situations, being more sensitive than its individual components (Arbeille
et al., 1995).

To date, the vast majority of epidemiological studies evaluating the
impact of maternal exposure to air pollution on pregnancy outcomes as
well as placental function have relied on estimated ambient levels of air
pollutants at the maternal residential address. Apart from the intrinsic
limitations of the applied methods to generate these estimations (e.g.,
nearest monitor approach, interpolation techniques or modelling ap-
proaches), focusing on ambient levels of air pollutants at the maternal
residential address results in overlooking the difference between the
ambient and indoor levels of air pollutants and the fact that a notable
exposure could occur in other microenvironments (e.g., commuting and
workplace) other than home. These factors together could result in a
considerable exposure misclassification. One way to overcome these
limitations is to rely on objective measures of personal exposure to air
pollution. For instance, personal exposure to NO» can be objectively
measured using diffusion tubes that could be worn without interfering
with participant’s daily routine {(Carvalho et al., 2016). As such, they
could be applied to reliably monitor personal NO; exposure for an
extended period, especially among pregnant women in their advanced
stages of pregnancy. The aim of this study was to assess the association
between short-term maternal personal exposure to NO, and
maternal-foetal Doppler markers of placental function.

Environmental Research 214 (2022) 113813

2. Material and methods
2.1. Study design and population

This study was based on a cohort of pregnant women recruited at the
Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona (Spain), between January 2017
and April 2018. This hospital is a major university hospital in the south-
west metropolitan area of Barcelona, with a catchment area of around
one million inhabitants. We included healthy pregnant women older
than 18 years-old, able to sign informed consent and with a singleton
pregnancy, who planned to deliver at our hospital. Women were
recruited at the 20th week of their pregnancy after their routine second-
trimester foetal scan and were scheduled for follow-up visits in gesta-
tional weeks 28 (i.e., the first study visit) and 32 (i.e., the second study
visit) (Fig. 1).

During the first study visit (week 28), the participant filled a ques-
tionnaire on maternal and paternal age, education level, smoking habits
and ethnicity. Furthermore, she was given an NO, passive sampler with
instructions on how to implement it. During the second study visit (week
32), participants were asked to return the NO; diffusion tubes and un-
derwent a complete Doppler examination of the placental function
(Fig. 1). This 4-week window of exposure was selected based on the
trade-off between the representativeness of the exposure window on one
hand and the compliance of participants on the other hand. Informed
consent was obtained from all participants before their participation in
the study and the ethics approval to conduct the study was obtained
from the Ethics Committee of the Hospital (Approval no. PIC 92-17).

2.2. Personal NO, exposure

We applied Palmes type NO, diffusion tubes (Gradko International
Ltd., Winchester, UK) to assess personal exposure to NOa. These diffu-
sion tubes are shown to have a high validity and reliability to measure
NO3 level and are suitable to conduct measurements for a period of one
to eight weeks (Palmes et al., 1976) (DEFRA, 2008). The lower limit of
detection for a one-week sampling period varies between 1.4 pg/ m® and
2 pg/m®, depending on the conditions. The upper limit for a five-week
exposure period is at 150 pg/ma (DEFRA, 2008). In previous studies in
Barcelona, this sampler was applied to measure NO,, which proved to be
avalid and cost-effective way to measure NOs in our study setting (Rivas
et al., 2014).

The diffusion tubes were kept in the fridge before being passed to the
participants at their first study visit on their 28th week of gestation. Each
participant was given instructions on how to carry the device (e.g.,
attaching it wvertically and uncovered to their chest (next to their
breathing zone) (Fig. 2) when they were awake, placing it next to their
bed when sleeping, and putting it nearby when showring or swimming)
and the relevance of the measures was explained to her. Participants
carried the device during weeks 28-32 of their gestation and returned it
at the study visit in week 32. The study team recorded the exact time and
date of the beginning and end of the sampling period. The diffusion
tubes were then kept in fridge again according to the manufacturer’s
instructions till the time that they were sent for analysis. Gradko Inter-
national prepared and analysed the used diffusion tubes in their dedi-
cated UKAS accredited (ISO: 17025) laboratory.

2.3. Assessment of placental function

Doppler ultrasound examinations were performed applying a Gen-
eral Electric Voluson E10 (GE Medical Systems, Zipf, Austria) ultrasound
machine equipped with a 6-2 MHz linear curved-array transducer. The
examinations were conducted according to the International Society of
Ultrasound in Obstetrics and Gynaecology (ISUOG) guidelines imple-
mented in the hospital (Lees et al., 2020). Briefly, the participant was
placed in semi-Fowler's position to avoid postural hypotension. The
uterine arteries P1 was obtained medially, after the crossing with the
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Hospital: routine
Second trimester scan
(20 weeks)

Recruitment
Informed consent

15t visit: 28 weeks

Exhaust Information
Provide personal device
Questionnaire

2" visit: 32 weeks

Scan with Doppler
Collect device

Fig. 1. General scheme of the study.

external iliac arteries and mean values were calculated for both waves.
The PI of the umbilical artery was obtained from a free-floating cord
loop of the umbilical cord (Lees et al., 2020). The measurement of the
middle cerebral artery PI was performed at the proximal part of the
circle of Willis in a transverse view of the foetal head. The CPR was
calculated as the ratio between the middle cerebral artery PI and the
umbilical artery PI (Lees et al., 2020). The ductus venosus PI was

Environmental Research 214 (2022) 113813

determined by assessing the direction of blood through an oblique
transverse plane of the foetal abdomen (Lees et al., 2020; Martins and
Kiserud, 2013). Prenatal Doppler ultrasound examinations were per-
formed in the absence of foetal movements. Pulse Doppler parameters
were obtained automatically from three or more consecutive wave-
forms, with the angle of insonation as close to zero as possible.

2.4. Statistical analyses

To estimate the association of maternal exposure to NOs with
Doppler markers of placental function, we developed linear regression
models with each Doppler marker (one at a time) as the outcome and the
measured personal NO, levels between weeks 28 till 32 of pregnancy as
the main exposure variable. All models were further controlled for a
priori selected set of covariates including gestational age (days),
maternal age at conception (years), maternal education (university
versus non-university education), maternal ethnicity (European origin
versus other origins), parity (0 versus >1), maternal smoking during
pregnancy (ves versus no), and paternal smoking (no versus yes). We
divided the NO, variable by its interquartile range (IQR) to interpret the
models as the change in the average of each placental outcome by one
IQR increase in the exposures. Test results were deemed statistically
significant for p-values below 0.05. R version 3.6.2 (R Core Team, 2020)
was used to carry out the statistical analyses.

2.5. Sensinvity analyses

We conducted two sensitivity analyses: 1) We repeated the analyses
after excluding the foetuses with an estimated foetal weight below the
10th percentile based on sex and gestational age and 2) we repeated the
analyses after further adjusting the analyses for the body mass index
(BMI) calculated as weight (kg) divided by squared height (m),
measured at second visit. We conducted this sensitivity analysis because
on the one hand, exposure to air pollution has been associated with
increased risk of overweight and obesity (Huang et al., 2020) and on the
other hand, maternal BMI could influence the placental function (Kelly
et al., 2020).

3. Results

The sociodemographic and lifestyle characteristics of the 101 par-
ticipants included in our study are presented in Table 1. Overall, most
participants were nulliparous (56.4%), had no university education
(52.6%) and did not smoke during pregnancy (81.2%). The median days
of carrying the device was 28 (the 1st and 3rd quartiles: 28-28).
Regarding maternal exposure to NOg, median level was 20,99 |.Lg/1113
(the 1st and 3rd quartiles: 16,85-26,07).

Associations between NOg and Doppler markers of placental function
are presented in Table 2. We observed a marginally statistically signif-
icant negative association between exposure to NO, and CPR in the
adjusted models (excluding BMI). Each one-IQR increase in NO, was
associated with —0.18 (95% confidence intervals (CIs): —0.37, 0.01, p-
value<0.1) decrease in CPR. We also found statistically significant
negative associations between NO, exposure and uterine arteries PI. An
increase of one-IQR in the exposure to NOy was association with —0.07
(—0.12, —0.02) decrease in uterine arteries PI. The associations between
exposure to NOz and middle cerebral artery, umbilical artery and ductus
venosus P were not statistically significant.

Table 3 presents the results of models further adjusted for the
maternal BMI. In these models, the association between exposure to NO5
and CPR, which was marginally significant in the main analyses, became
stronger and attained statistical significance. Each one-IQR increase in
NO, was associated with —0.39 (95% confidence intervals (CIs): —0.64,
—0.13, p-value<0.05) decrease in CPR. The rest of the associations did
not change in terms of the direction and statistical significance. After
excluding foetuses with an estimate foetal weight below 10th percentile,
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Fig. 2. NO, diffusion tubes.

Table 1 Table 2
Descriptive” characteristics of the study population. Crude and adjusted” regression coefficients of change in Doppler markers of
Variables All Participants Participants - placental function wutﬂ with t.me interquartile range increase in personal
Description” participants with data on without dataon  values exposure to NO; during weeks 28 till 32 of pregnancy.
(o1 BMI (66) BMI (35) N Crude estimate (95% Adjusted estimate (95%
Maternal ageat 32 (5) 325 (5.8) 31(4) 0.49 confidence interval) confidence interval)
conception Mean Uterine 92 —0.07(-0.13,-0.02)**  —0.07 (-0.12,-0.02) **
(years) arteries PI
Maternal 0.86 Middle cerebral 81 —0.04(-0.15,0.07) ~0.06 (—0.18, 0.06)
ed‘f“mm artery PI
University 47.4% 28 (45.9%) 17 (50%) Umbilical artery PI 85  0.01 (-0.03, 0.05) 0.02 (—0.03, 0.06)
studies Cerebroplacental 85 —0.18(-0.36, 0.01) * 0.18 (~0.37, 0.01) *
No university ~ 52.6% 33 (54.19%) 17 (50%) i
studies Ductus venosus PI 63 —0.13(-0.53,0.26) ~0.08 (~0.51, 0.35)
Parity 0.60 e
0 56.4% 39 (59.1%) 18 (51.4%) PI = pulsatility index.
>1 43.6% 27 (40.9%) 17 (48.6%) * Models have been adjusted by gestational age (days) at the second visit,
Maternal BMI at ~ 27.1 (4.8) 27.1 (4.8) maternal age at conception (years), maternal education (university versus no
second visit university studies), maternal ethnicity (European versus other origin), parity (0
(kg/m”) versus > 1), maternal tobacco use (yes versus no), and paternal tobacco use (yes
M 100 versus no). *p < 0.1 **p < 0.05.
ethnicity : ) o
European 82% 53 (81.5%) 29 (82.9%)
Other 18% 12 (18.5%) 6 (17.1%)
Maternal 1.00 Table 3
tobaccs use Crude and adjusted” (including maternal BMI) regression coefficients of change
Non-smoker 81.2% 54 (81.8%) 28 (80.0%) in Doppler markers of placental function associated with one interquartile range
Smoker 18.8% 12 (18.2%) 7 (20.0%) increase in personal exposure to NO; during weeks 28 till 32 of pregnancy.
Pateral 0.59
= N Crude estimate (95% Adjusted Estimate (95%
Noo- amioker 59.8% 40 (62.5%) 18 (54.5%) confidence interval) confidence interval)
Smoker 40.2% 24 (37.5%) 15 (45.5%) Mean Uterine 62  —0.08 (~0.14, —0.02) ~0.09 (~0.14, —0.04) **
Gestational age 227 (7) 227 (6) 229 (13) 0.78 arterics PI .
at second visit Middle cerebral 53  —0.05(-0.21,0.1) —0.08 (—0.25, 0.09)
(days) artery PI
B oty s i el W mes | e
* Categorical variables are shown as percentages in each category. Continuous :“:ﬂp — =036, 06:=0-12) =039 G054 = 015)
variables are show as medians and interquartile range. Ductus venosus P 42 ~0.03(~0.09,003) 0.0 (~0.07, 0.07)

® P-value for difference between participants with and without data on BMI.

PI = pulsatility index.

* Models have been adjusted by body mass index (BMI), gestational age (days)
at the second visit, maternal age at conception (years), maternal education
(university versus no university studies), maternal ethnicity (European versus
other origin), parity (0 versus >1), maternal tobacco use (yes versus no), and
paternal tobacco use (yes versus no). **p < 0.05.
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we did not observe any notable change in our findings (Supplementary
Table S1 and 52).

4. Discussion

Our study is one of the first studies to rely on personal measures of
exposure to air pollution to evaluate the relationship between maternal
exposure to air pollution and placental function. We applied NO,
diffusion tubes to measure personal exposure to this pollutant between
28th and 32nd weeks of pregnancy in each participant. Furthermore, we
characterized placental function using a wide range of Doppler ultra-
sound markers. We found a statistically significant inverse association
between the exposure to NO; and PI of the mean uterine arteries. After
further adjustment of our analyses for maternal BMI, we also observed
an inverse association between this exposure and CPR. For other
Doppler markers of placental function, we did not find any statistically
significant association with NOy exposure.

4.1. Maternal NO2 exposure

NO3 is one of the indicators of the complex mixture of air pollution
common in urban areas (van den Hooven et al., 2012b). In this study, we
measured the personal exposure of the participants to NOo for a
four-week period between weeks 28 and 32 of gestation. We observed a
median NO, exposure level of 20.99 pg/m3 for our study sample, which
was relatively lower compared to previous studies of the association of
NO, exposure with Doppler markers of placental function. Van den
Hooven et al. (2001-2005) (van den Hooven et al., 2012a) estimated
ambient NO, levels participants’ home addresses in Rotterdam, the
Netherlands, applying a dispersion modelling approach. They reported a
mean NO, exposure level of 39.9 pg/m> for their study participants
during the second and third trimesters of their pregnancy. Carvalho
et al. (2016), estimated a mean NO, exposure level of 37.2 (+5D 18.4)
pg/m:i for 289 participants in Sao Paulo, using personal monitors. They
measured personal NO, levels for 7-18 days in each trimester of preg-
nancy, using passive personal samplers. The study by Contreras et al.
(2018) estimated, using a modelling approach, a mean ambient NOy
level of 42.6 + SD 7.3 pg/1 'm® at participants residential address in Los
Angeles, US, during each trimester. Ouidir et al. (2021) applied an air
quality forecast model to estimate NO, exposure for 2562 women during
their ultrasound visit at the clinical site in 12 US hospitals. They re-
ported an IQR of 18 ppb equal to 33,84 pg/m? for the exposure to NO, of
their participants.

4.2. Cerebroplacental ratio

We found an inverse relationship between NO, levels and CPR,
which was marginally significant in our main analyses and statistically
significant after further adjustment of the analyses for BMI. To the best
of our knowledge, there are no studies to date on the relationship be-
tween maternal exposure to air pollution and CPR. Therefore, it is not
possible to directly compare our findings with previous evidence.
However, considering that the CPR is the ratio between the middle ce-
rebral artery PI and the umbilical artery PI, we could compare this
finding with those of studies analysing the association between maternal
NO, exposure and these indices. van den Hooven et al. (2012a) observed
no statistically significant links between NO2 exposure and the PI of the
umbilical artery. Similarly, the study by Carvalho et al. (2016) did not
find any statistically significant association between exposure NOs
levels and the P1 of the umbilical artery or of the middle cerebral artery.
No other pollutants were assessed with this Doppler marker.

The CPR is considered to be a more sensitive predictor of poor
perinatal outcomes in comparison to an umbilical artery or a middle
cerebral artery Doppler alone, as CPR could detect subtle changes in
foetal growth, even when its components are within their normal ranges
(Gramellini et al., 1992). Evidence also indicates that the alteration of
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CPR could predict neurodevelopmental problems later in childhood
(Roza et al., 2008). A possible explanation for our results is the occur-
rence of a cerebroplacental compensation to a hypoxic context, which is
generated by air pollution mainly due to oxidative stress and systemic
inflammation that could compromise the exchange of oxygen between
mother and fetus (Ha et al., 2014).

4.3. Uterine artery pulsarility index

Mean PI of the uterine arteries is a maternal Doppler parameter that
provides information on the resistance to blood flow in the uteropla-
cental circulation. We observed a statistically significant inverse asso-
ciation between NO, exposure and uterine arteries PI. Studies by van
den Hooven et al. (2012a) and Carvalho et al. (2016) did not find any
associations between exposure to NO, and PI of uterine arteries. Van den
Hooven and colleagues also examined the association between NO2
exposure and angiogenic factors. Despite not being a Doppler marker,
the authors found a significant decrease in soluble fms-like tyrosine ki-
nase 1 (sFlt-1), suggestive for a proangiogenic state (Wei et al., 2015),
which could indirectly indicate lower vascular resistance, in line with
our results.

The inverse association between NO, exposure and uterine arteries
PI could be explained as a maternal vascular compensation to ensure
maternal placental vascular flow due to a hypoxic context. Similarly,
this adjustment is also observed at high altitude where pregnancy is
associated with decrease of uterine arteries PI than at sea level, being in
this case, a compensatory mechanism of uteroplacental development to
lower oxygen level associated with altitude (Krampl et al., 2001).

Additionally, our results are in line with Van den Hooven and col-
leagues who found association between maternal NO, exposure and a
decrease in sFlt1.

Therefore, we could make the association between pollution and
decrease uterine arteries PI. In contrast to our findings, Contreras et al.
(2018) and Ouidir et al. (2021) observed a direct relationship between
NO, exposure and uterine arteries PI. Previous studies have also re-
ported a direct association of exposure to particulate matter with aero-
dynamic diameter <2.5 pm (PMjys), NO3, NO4 and Primary Organic
Matter (Ouidir et al., 2021) with uterine arteries PI. No association was
observed between uterine arteries PI and O3 (Carvalho et al., 2016)
(Ouidir et al., 2021), PMjp (van den Hooven et al., 2012a), SO4, SO,
elemental carbon, secondary organic aerosols and NO (Ouidir et al.,
2021).

4.4. Other Doppler markers

We did not observe any statistically significant association between
NO32 exposure and the PI of middle cerebral artery or umbilical artery.
This finding is in line with those of three previous studies (Carvalho
etal., 2016; van den Hooven et al., 201 2a; Ouidir et al., 2021), reporting
no statistically significant associations between NO, exposure and these
Doppler markers. Similarly, we found no statistically significant asso-
ciation between NO; exposure and the PI of ductus venosus. To the best
of our knowledge, no other studies on the relationship between NO,
exposure and the PI of ductus venosus have been published.

With regards to other pollutants, higher exposure to O3 (Carvalho
et al., 2016) and primary organic matter (Ouidir et al., 2021) has been
associated with higher umbilical artery PI. Other studies reported an
inverse association between exposure to Oz (Carvalho et al, 2016)
(Ouidir et al., 2021) and PM;p (van den Hooven et al., 2012a) and
umbilical artery PL Previous studies, however, could not find any as-
sociation between exposure to PMy 5, 504, NO3, NO,4, Elemental Carbon,
Secondary Organic Aerosol, Sulfur Dioxide (Ouidir et al., 2021) and
PM, (van den Hooven et al., 2012a) and umbilical artery PIL. Similarly,
Carvalho et al. reported no association between O3 exposure and middle
cerebral artery PI (Carvalho et al., 2016).
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5. Limitations

This study faced some limitations. A major limitation of our study
was its small sample size, which could have made some of our analyses
under-powered. This small sample size did not allow us to conduct
stratified analyses based on the foetal outcomes (e.g., intra-uterine
grown retardation). Besides, more than half of our study participants
had a university degree, which could have introduced self-selection bias
into our study and have limited the generalizability of our findings.
Moreover, given that our NO,; samplers could only provide data on the
cumulative exposure, we were not able to explore the associations be-
tween fluctuations of NO; levels and placental function. Similarly, we
could not evaluate the immediate (i.e., minutes to hours) as well as long-
term (e.g., from the beginning of pregnancy) effect of NO, exposure on
placental function. The ideal would be to quantify time-stamped per-
sonal NOy exposure during the entire pregnancy: however, this could
entail significant logistical and compliance challenges. Furthermore,
data on BMI was missing for a notable number of participants. There-
fore, given the potential differences between the subsets of participants
included in the analyses with and without controlling for BMI, the re-
sults of these two sets of analyses were not necessarily comparable. In
this context, the association between NO, exposure and CPR which was
statistically significant only in the analysis controlled for BMI should be
interpreted with caution.

6. Conclusions

This study evaluated the association between personal NO, exposure
during weeks 28-32 of pregnancy and Doppler markers of placental
function in 101 pregnant women in Barcelona, Spain. We found an in-
verse relationship between the exposure to NO2 and mean uterine ar-
teries PI and a tendency for such an association for the cerebroplacental
ratio. These findings, if confirmed by future studies, could shed light on
the mechanisms underlying the widely reported associations between
maternal exposure to air pollution and adverse pregnancy outcomes and
complications. Further prospective studies with larger sample sizes are
needed to confirm our findings in other settings, while shedding light on
potential molecular mechanisms underlying these associations.
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